Study of the mechanism for itch regulation and therapeutic effect of novel anti-pruritic compound on atopic dermatitis in mice by 高岡, 彰子 et al.
 
 
 
アトピー性皮膚炎モデルにおける掻痒
調節機構と掻痒治療薬に関する研究 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2007 年 
 
高 岡 彰 子 
目次 
 
序論 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  ４
  
第一章 アトピー性掻痒誘発物質の探索 
第一章・序論 ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ １２
第１節 アトピー性皮膚炎モデル NC/Nga マウスにおける IL-31mRNA の発現・・１４  
材料と方法    
結果       
考察     
第２節  NC/Nga マウスの掻破行動における IL-31 の関与 ・・・・・・・・・・ １８ 
材料と方法  
結果     
考察     
 
第一章・小括    ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  ２７ 
 
第二章 Prostanoid DP1 受容体作動薬のアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性  
第二章・序論    ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ２９ 
第１節 マウスにおける掻破行動と皮膚組織中 PGD2 産生量の関係 ・・・・・ ３１ 
材料と方法  
結果     
考察     
第２節 新規 prostanoid DP1 受容体作動薬（TS-022）のアトピー性皮膚炎治療薬 
としての可能性   ・・・ ４７ 
材料と方法   
結果      
考察      
第二章・小括       ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  ６０ 
 
総括        ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ６１ 
 
謝辞        ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ６５ 
 
参考文献      ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ６６ 
 2 
要旨        ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  ７４ 
 
主論文目録     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・  ７７ 
 
審査委員名     ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ ７８  
 
 3 
序論 
 
アトピー性皮膚炎は，「増悪・寛解を繰返す，痒みのある湿疹を主病変とする疾患であり，
患者の多くはアトピー素因（アレルギー体質）を持つ」と定義されている(1)．乳幼児アト
ピー性皮膚炎の罹患率はこの 10 年で 2 倍に増え，小学生の罹患率は約 11%，成人全体では
約 7%と報告され(2) ，子供の罹患率の高いことが特徴の疾患である．また，この数十年で
は，特に先進国において罹病率が急速に増加している(3)．しかし，その原因は未だ不明で
あり，遺伝的要因に加えて，環境要因，食物，精神的ストレス，全身及び局所の感染など
様々な要素が関与すると考えられている． 
現在，アトピー性皮膚炎の治療は，日本皮膚科学会のアトピー性皮膚炎治療ガイドライ
ンに沿って，皮膚の炎症，掻痒，皮膚の乾燥に対する治療，悪化因子の除去，心理的アプ
ローチや生活指導などを中心に行われている(1)．皮膚の炎症に対する治療としては，ステ
ロイド外用剤や免疫抑制剤に分類されるプロトピック（FK-506）軟膏が用いられる．これ
らは，皮膚の炎症を速やかに抑え，二次的に掻破行動に対しても効果を示すことが報告さ
れている．しかし，ステロイド外用剤には皮膚の萎縮，紅潮，毛細血管拡張及び多毛など
の局所的副作用があり，顔面への適用には制約がある(4)．一方，プロトピック軟膏は，特
有の刺激感が高率に発現し，また皮疹の増悪期には血中濃度上昇による全身性の副作用が
懸念されるなど，やはり使用上の制約も少なくない．更に，免疫抑制作用に基づく皮膚癌
発症のリスクの増加が懸念されるため，米国ではFDAから使用上の警告が出されている(5)．
最近のステロイド忌避の社会的風潮から，ステロイドを使用せずに炎症を鎮める目的で非
ステロイド抗炎症剤（NSAID）がアトピー性皮膚炎にも処方されてきた．しかし実際には
NSAID のアトピー性皮膚炎治療効果は弱く，患者の中には増悪をきたす症例もあること(6)
から，現在では処方すべきでないと考えられるようになっている．また，掻痒や皮膚症状
に対する作用を期待して抗 histamine 剤（抗アレルギー剤）も多く処方されているが，実際
にはその効果は弱く(7-9)，患者の Quality of Life（QOL）の向上に結びつく証拠が得られて
いない．その他，抗炎症剤に加えて，種々の刺激から皮膚を保護し，炎症を予防する目的
で保湿剤が併用される(1)． 
薬物療法の他，悪化の原因因子が明らかである場合には除去療法が行われる．しかし，
食物の除去療法の有効性は症例により大きな差があることが報告されている(10,11)ため，除
去食療法の実施には，食物抗原の多様性，定量性，成長障害のリスクなどを考慮した注意
深い計画が必要とされている．環境アレルゲンの 1 つであるダニの関与についても，ダニ
除去群とプラセボ群との治療効果の報告には差異があり，未だ結論が出ていない(12,13)．ハ
ウスダストやダニなどのアレルゲンの暴露を減らすことは有用であるが，“清潔さ”に対し
て過度に神経質になることが，患者や家族にとって精神的ストレスになっている現状もあ
る．また，成人重症例においては，心理社会的ストレスが関与して嗜癖的あるいは依存症
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とも呼ぶべき掻破行動が生じている場合があり，小児においても，愛情の欲求が満たされ
ない不満から掻破行動が見られることがある(1)．このような場合には，心身両面からの治
療が必要であり，精神科医を含めたチーム医療が必要となることもある．以上，アトピー
性皮膚炎の治療は，症状に応じて様々な治療法を組み合わせながら行い，炎症をコントロ
ールして自然治癒を待つというのが現状である．治療ガイドラインが作成されて以降，ガ
イドラインに沿った治療方針が浸透しつつあるものの，根本的な治療法がないことから，
患者の不満や不安につけこみ，非科学的な病因論や治療法をうたったいわゆる“アトピー
ビジネス”なるものも社会的な問題となっている(14)．このように，アトピー性皮膚炎患者
とその家族を肉体的，精神的及び経済的ストレスから解放するためにも，確実な薬効を示
し，副作用のない治療薬の開発が期待されている．  
アトピー性皮膚炎で見られる皮膚の炎症，掻痒（痒み），肌の乾燥という症状のうち，患
者が最も苦しめられる症状は掻痒である．掻痒は，古くから認識されてきた基本的な感覚
であるにも関わらず，その研究は未だ途上にある．掻痒の感覚の多くは表皮と真皮の境界
部に存在する知覚神経線維（C 線維）の神経終末が化学的，物理的，電気的刺激などにより
活性化されて生じたインパルスが後根神経節，脊髄視床路，視床，大脳皮質に到達するこ
とで認識されると考えられている（Fig. 1A）．古くは，弱い痛み刺激が掻痒を起こすと想定
されたが，現在では掻痒も痛みも C 線維により伝達されるものの，それぞれ独立した感覚
であると考えられている(15)．その根拠として，弱い痛み刺激は掻痒を起こさないこと，強
い掻痒刺激は痛みを起こさないこと，オピオイドμ受容体作動薬は痛みを抑制するが，掻痒
を増強させることなどが挙げられる．近年，古くから掻痒を惹起することが知られていた
histamine に感受性のニューロンが同定された．このニューロンは histamine を投与して生じ
る掻痒に同期して活動を示し，機械的刺激に反応しないという特徴を示した(16)．Histamine
で生じる掻痒のメカニズムは徐々に解明されつつあるが，抗 histamine 剤が奏効しないアト
ピー性皮膚炎の掻痒（アトピー性掻痒）のメカニズムは依然不明のままである． 
さらにアトピー性皮膚炎では，掻痒が掻破を誘発して皮膚症状を悪化させ，さらに痒み
が増強する，掻痒と掻破の悪循環（itch-scratch-cycle）と呼ばれる現象が存在する (17)．激
しい掻破行動により，皮膚は物理的に傷害を受け，外界の刺激から生体を保護する皮膚の
バリア機能が破壊される．表皮細胞が傷害をうけると，IL-1 や TNF-αなどのサイトカイン
が放出される．これらのサイトカインは肥満細胞や血管内皮細胞の活性化を介して起炎因
子となるため，炎症はさらに増悪する(18)．さらに，知覚神経の C 線維を上行したインパル
スが一部逆行性に神経を下行することにより，神経終末から substance P などの神経ペプチ
ドが遊離され，炎症が増幅すると考えられる(19)．アトピー性皮膚炎皮疹部では，炎症反応
により誘導された神経成長因子（NGF）の作用によって，表皮内の神経線維の増加が認め
られることから，刺激に対して健常人に比べてより敏感な状態になっていると考えられる
(20)．脊髄レベルでの変化としては，健常人であれば痛覚と感じる感覚を痒覚と感じる“痒
覚過敏”も報告されている(21)．執拗な掻痒は日常生活において集中力の低下や睡眠障害を
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招き，患者の QOL を著しく低下させる．さらにアトピー性皮膚炎の掻破部位が皮疹部と概
ね一致すること(22)，患者の手の届かない部位には皮膚炎が発症しないこと(23)等より，ア
トピー性皮膚炎において掻痒を抑えることは，患者のストレスを軽減して QOL を向上させ
るとともに，臨床症状である皮膚炎の改善にも繋がると考えられている(24)．しかし，掻痒
という感覚の客観的評価が難しいこともあり，アトピー性皮膚炎の掻痒誘発物質は未だ特
定されておらず，また，有効な治療薬も存在しないのが現状である． 
 
ig. 1A 掻痒の神経支配とメディエーター （J Clin Invest. 116:1174-86（2006）より引用） 
れまでに，アトピー性皮膚炎において掻痒を惹起または調節する可能性のある物質と
し
 
F
 
こ
て以下のものが報告されている．Histamine はヒトに掻痒を起こすことが明らかにされた
最初の物質である(25)．Histamine の大部分は肥満細胞に局在し，脱顆粒に伴って肥満細胞
から遊離される．急性蕁麻疹の掻痒は histamine H1 受容体遮断薬で抑制されるが，アトピー
性皮膚炎の掻痒は H1 受容体遮断薬で抑制されないことが多いことから，アトピー性皮膚炎
の掻痒に histamine の関与する程度は少ないとされている(26)．また，serotonin の皮内注射
によりマウスでは掻痒反応が惹起されるものの，ヒトではその度合いは軽度である(27)．健
常人では acetylcholine（ACh）を皮膚に投与すると灼熱感を感じるが，アトピー性皮膚炎の
患者の一部では掻痒を感じる(28)．表皮と表皮下には substance P または carcitonin gene 
related peptide（CGRP） 含有一次求心性神経が広く分布しており，substance P，CGRP は皮
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内注射により痒みを生じることから，知覚神経の興奮により，知覚神経末端から遊離され
た substance P や CGRP が痒みを惹起する可能性が示唆されている．これらは主に肥満細胞
を刺激し，histamine を遊離させる作用によると考えられている(29)．前述の NGF は知覚神
経の伸長を促すことが知られており(20)，動物モデルでは抗 NGF 抗体が掻痒を抑制するこ
とが報告されている(30)．知覚神経や角化細胞に発現する protease-activated receptor-2 (PAR2)
は，知覚神経の興奮を介して痒みを中枢に伝達する一方で，さらに知覚神経終末から CGRP
や substance P の遊離を促して痒みを増強するが，アトピー性皮膚炎患者では PAR2 を介す
る痒みが亢進していることが報告されている(31)．この原因の１つとして PAR2 活性化作用
を持つ tryptaseを含有する肥満細胞がアトピー性皮膚炎病変部及び非病変部で増加している
ことがあり，PAR-2 とアトピー性皮膚炎における掻痒との関連が示唆されている(32)．熱受
容体である transient receptor potential vanilloid-type （TRPV1）は C 線維に発現し，capsaicin
などの作動薬の作用により一時的に知覚神経を興奮させた後，不活化する(15)．そのため，
TRPV1 活性化作用が弱く，不活化作用のみを示す作動薬または TRPV1 拮抗薬には止痒作用
が期待される．また，掻痒が痛みにより抑制されることはよく知られた現象であり，麻酔
薬は痛みによる抑制作用を軽減することにより掻痒を増強する (33)．鎮痛の目的で投与さ
れた morphine の副作用として全身性の掻痒が生じることから，内因性の opioid が掻痒を誘
発することが示唆された(34)．Morphine をマウス大槽内に投与すると掻破行動が惹起され，
これは opioid μ受容体拮抗薬である naloxone投与により抑制される(35)．その後内因性 opioid
は，μ-受容体を活性化して掻痒を惹起する一方で，κ-受容体を活性化して掻痒を抑制するこ
とが明らかになった(36)．κ-受容体作動薬は現在，腎不全患者の血液透析に由来する全身性
掻痒に対する治験が進行中である(36)．しかし，アトピー性皮膚炎では opioid 性の掻痒の関
与はまだ明らかではなく，opioid 関連薬は依存性，幻覚，幻聴などの副作用の懸念がある(36)
ことなどから，opioid 受容体作用薬のアトピー性皮膚炎への適用はまだ先のことと考えられ
る．その他，アトピー性皮膚炎患者の病変局所には T 細胞や単球を中心とした細胞浸潤が
認められること，T 細胞活性化を抑制する cyclosporine A 及びプロトピックが掻痒に有効な
こと(37)から，皮膚への浸潤細胞から産生されるサイトカインの痒みへの関与についても検
討されてきた．Interleukin-2 （IL-2）はヒトで掻痒惹起作用が報告されているが，その作用
は弱いものである(38)．IL-4のトランスジェニックマウス(39)及びcapase-1を過剰発現させ，
IL-18 を増加させたマウス(40)で掻破行動が認められているが，いずれも強い炎症反応を伴
うものであり，掻破行動がサイトカインによる直接作用であるかどうかは不明である． 
このような状況の中，2004 年 Dillon らは IL-6 のシグナル伝達分子である gp130 とホモロ
ジーを持つサイトカイン受容体（GPL，IL31RA）を，同じファミリーに属する OSMR
（oncostatin M 受容体）とともにリンパ球株で発現させた細胞で，増殖を促進する新規の 164
アミノ酸からなるタンパク質を IL-31 と名付けた．リンパ球に特異的なプロモーターの制御
下でマウス IL-31 を過剰発現させたトランスジェニックマウス及び，浸透圧ポンプで IL-31
を投与したマウスは掻破行動と皮膚炎を発現した(41)．IL-31 は，その後アトピー性皮膚炎
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患者の皮膚でも増加していることが示され，現在最も注目されている掻痒誘発物質の候補
である(42, 43)．以上，アトピー性皮膚炎における掻痒誘発因子の探索は，現在も研究の途
上であり，その同定及び調節機構の解明は今後の課題となっている（Table 1）．  
 
  Table 1 掻痒誘発（調節）物質の一覧 
C/Nga マウスは，名古屋大学の近藤らによって確立された近交系マウスで(44)，無菌
（
ndin （PG）と掻痒の関係について解析を
行
 
ACh アトピー性皮膚炎患者で痒みを起こす
Histamine histamine感受性神経が痒みを伝達する
Serotonin マウスでは関与するがヒトでは弱い
Substance P,CGRP 知覚神経の神経伝達物質，肥満細胞脱顆粒
NGF 知覚神経の伸長を促進する
PAR2 tryptaseにより活性化され，知覚神経を活性化する
TRPV1 知覚神経を活性化した後不活化する
Opioid β-endorphin μレセプターを介して痒みを起こす
Dynorphin A κレセプターを介して痒みを抑制する
Cytokine IL-2 ヒトで弱い痒みを起こす
IL-4 Tgマウスで皮膚炎，掻破行動が発現する
IL-18 Tgマウスで皮膚炎，掻破行動が発現する
IL-31 Tgマウスで掻破行動が発現する
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
N
specific pathogen free : SPF）環境下では皮膚炎を発症しないが，通常（conventional）環境
下での飼育により皮膚炎を自然発症する．NC/Nga マウスの皮膚炎は，掻破行動，血中 IgE
濃度の上昇及び皮膚の病理組織学的形態など，多くの点でアトピー性皮膚炎患者との類似
性が報告されている (45)．他方，痒みの発生，調節機序を研究するには，痒みの強さを客
観的に評価し定量化するための方法が求められる．マウスでは，痒み刺激に反応して後肢
による掻き動作が出現する．マウスの後肢にマグネットを埋め込み，掻き動作をコイル中
で電流として継続的に記録する掻破行動の測定法が開発されて以来，NC/Nga マウスの掻破
行動が定量的に解析できるようになった(46)．NC/Nga マウスの皮膚炎発症部位は，後足爪
の届く上半身背部に集中しており，掻破の抑制により皮膚炎がほぼ完全に改善されること
から，皮膚炎発症への掻痒の関与は極めて大きいと考えられる(47)．さらに，NC/Nga マウ
スの掻破行動に対して抗 histamine 剤は抑制作用を示さず，ステロイド及びプロトピックが
抑制作用を示すなど，掻痒に対する薬物効果からも，NC/Nga マウス皮膚炎のアトピー性皮
膚炎患者病態との類似性が報告されている(48)． 
本研究では，NC/Nga マウスを用いて，Prostagla
った．PG は，生体膜成分であるリン脂質からホスホリパーゼ A2（PLA2）の活性化によ
り遊離されたアラキドン酸（AA）が，シクロオキシゲナーゼ（COX）の代謝を受けて産生
された生理活性物質である（Fig.1B）．PG は基本構造の違いから PGD2，PGE2，PGF2α及び
PGI2 に分類され，生体内で広範な作用を示すことが報告されている(49)．これまで PG は，
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痛覚と同様にそれ自身では掻痒誘発作用はないが，痒覚を増強する作用を持つと考えられ
てきた(50)．ところが 2004 年新井らにより，PG の一分子種である PGD2 が NC/Nga マウス
の掻破行動を強力に抑制すること，更に PG 産生抑制作用を持つ indomethacin の塗布により
掻破行動は増加し，PG 前駆体であるアラキドン酸の塗布により抑制されることから，内因
性 PGD2 が NC/Nga マウスの自発的掻破行動を調節する可能性を報告している(51)．PGD2
の作用は，histamine 及び serotonin により誘発される掻痒に対しては影響を与えず，NC/Nga
マウスの自発的掻破行動に対して特異的に抑制するものであった．また，本間らは，皮膚
への機械的掻破負荷が掻破局所の PG の産生を誘導するが，特に PGD2 の産生量が多いこと
を見出した．そして，産生された PG は掻破により傷害を受けた皮膚バリアの修復に寄与す
ることを報告している(52)．これらの結果から，杉本らは，掻破により産生された PGD2 が
抑制性の掻痒調節因子として皮膚の掻痒を抑え，皮膚傷害を回避する生理的なフィードバ
ック機構の存在を示唆した(53)．そして，アトピー性皮膚炎モデルとして知られる NC/Nga
マウスでは，掻破により産生される皮膚 PGD2 量が減少し，このフィードバック機構が破綻
した結果として，掻破行動増加及び皮膚炎増悪に至る可能性を報告している(54)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1B アラキドン酸代謝物とその作用 
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本研究では，アトピー性皮膚炎モデルとして汎用されている NC/Nga マウスの掻破行動に
おける，掻痒誘発因子と掻痒抑制因子の関与，及び掻痒を標的とした新しい作用機序を有
する化合物のアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性について検討した（Fig.1C）．本学位
論文は，二章から構成されており，第一章では，掻痒誘発因子として注目されている IL-31
の NC/Nga マウス掻破行動への関与を解析した．第二章では，掻破により誘導される掻痒抑
制因子としての PGD2 の関与を確認し，新規プロスタノイド DP1 受容体レセプター作動物
質（TS-022）のアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性を考察した． 
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Fig.1C 掻痒誘発因子と掻痒抑制因子による掻痒調節機構 
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第一章  
 
アトピー性掻痒誘発物質の探索
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第一章・序論 
 
掻痒は，我々の日常生活において頻繁に発現する生理現象であり，無意識の内に掻破行
動を誘発させる皮膚の感覚である．多くの皮膚疾患で掻痒は重要な愁訴であるにもかかわ
らず，神経生理学の研究領域においては“痛み”の後塵を拝してきた．一方，アトピー性
皮膚炎は，慢性的な皮膚の炎症性疾患であるが，患者自身の掻破行動が皮膚を傷害し，皮
膚炎を進展させることから，掻破の引き金となる“掻痒”の疾患とする考え方が浸透しつ
つある(24)．特にアトピー性皮膚炎の好発年齢である小児においては，掻痒に伴う激しい掻
破行動による皮膚炎増悪や就寝時の痒みによる睡眠障害など，本人のみならず家族の日常
生活へも大きな影響を及ぼすことから，掻痒による弊害が注目され，近年その発症機序解
明の研究が盛んになってきた． 
掻痒の研究は，ヒトでは 1997 年に皮膚で痒みを伝達する神経線維が同定され(16)，動物
では 1995 年に倉石らによる小動物の後肢による掻破行動観察法による掻痒評価法が開発さ
れて以降(55)，急速に進展した．この方法は，マウスが痛みを感じると体をひねる動作を行
うが，痒みを感じると後肢で引っかく動作を行うことを利用し，後肢による引っかき動作
の回数を計測して定量する方法である．さらに 1997 年，通常（conventional）環境下飼育
により皮膚炎を自然発症する NC/Nga マウスの病態が，多くの点でアトピー性皮膚炎患者
の病態と類似していることが報告された(45)．その後高野らは，掻痒測定方法を改変し，後
足に埋め込んだマグネットの動きを数値化して NC/Nga マウスの掻破行動と皮膚病変の関
係について検討した．その結果，掻破行動には，掻痒由来のものと身づくろい行動の一部
としての 2 種類の行動が存在すること，掻破の持続時間が 0.3～1.0 秒以下の短持続掻破行
動は皮膚炎を発症していないマウスにも認められるが，1.0 秒以上持続する長持続掻破行動
は，皮膚炎を発現しているマウスに特異的に発現することを明らかにした．そこで，1.5 秒
以上持続する掻破行動を掻痒評価の指標とし，各種薬剤の評価を行った結果，抗 histamine
薬及び抗アレルギー薬が無効であること，ヒトで痛みを増強し，痒みを抑制する opioid μ受
容体拮抗薬である naloxone が抑制作用を示すこと，臨床でアトピー性皮膚炎治療効果を示
すステロイド及びプロトピックの塗布も抑制作用を示すことを明らかにした(48, 56)．この
ように，薬物に対する反応性からも NC/Nga マウスとアトピー性皮膚炎患者の掻痒には類似
性が認められた．そこで我々は NC/Nga マウスの 1.5 秒以上持続する掻破行動をアトピー性
掻破行動，その原因となる掻痒をアトピー性掻痒と規定し，解析を行った．また，橋本ら
は NC/Nga マウスの掻破行動を抑制する目的で，後肢爪を切除することにより掻破を行って
も皮膚に傷害を与えないよう処置したマウスと，爪を切除しないマウスで皮膚炎の発症を
比較した結果，爪切除マウスでは皮膚炎が発症しないこと，既に皮膚炎を発症したマウス
に爪切除処置を行うことで皮膚病変が急速に改善することを報告している(47)．このことは，
NC/Nga マウスの皮膚炎発症の直接的原因が，後肢を使った掻破による皮膚の傷害であるこ
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とを示し，アトピー性掻痒を抑制することが皮膚炎治療作用に繋がる可能性を示唆した． 
これまで NC/Nga マウスの皮膚炎発症には，IL-4，IL-5，IL-13 などの Th2 サイトカイン(57)，
IFN-γ，IL-12 などの Th1 サイトカイン(58)，Th1 と Th2 の両方を誘導するサイトカイン
IL-18(59)，皮膚への細胞遊走，活性化を誘導するケモカイン(60)，知覚神経の表皮への伸長
を促す神経成長因子 NGF(30)，細菌由来の成分により活性化され，細胞内シグナル伝達を誘
導する TLR(59)等の関与が報告されているが，いずれの因子も掻痒との直接の関係は明らか
になっていない．一方，Dillon らは 164 アミノ酸からなる，ヘマトポエチンファミリーに
属する新規サイトカイン IL-31 を過剰発現させたトランスジェニックマウスを解析し，生
後 4-8 週より脱毛と掻破行動，2 ヶ月で 25%以上のマウスに脱毛と耳介の肥厚，6 ヶ月で
80-100%のマウスに脱毛と掻破行動を認めたと報告している(41)．皮膚の病理組織学的解析
では，角質の増殖，炎症性細胞の浸潤および肥満細胞の増加など，アトピー性皮膚炎に類
似した変化を認め，浸透圧ポンプで IL-31 を投与したマウスにおいても，掻破行動と脱毛
を認めた．さらに，IL-31 投与実験においては，IL-31 の投与により誘導された掻破行動が，
IL-31 の投与を中止することにより消失した．以上より，IL-31 により掻破行動が発現する
こと，掻痒により誘導された継続的な掻破行動が皮膚炎を発症させることが示唆された．
しかし，これらの現象は遺伝子変換動物で認められたものであり，IL-31 が生理的な条件下
の皮膚において産生され掻痒誘発に関与するのか，その産生は掻痒を特徴とするアトピー
性皮膚炎に特異的に認められるのか，また外界からのどのような刺激により産生誘導され
るのか，といった疑問についての答えは得られていない． 
本論文第一章では，IL-31 トランスジェニックマウスと類似した掻破行動と皮膚炎症状を
自然発症する NC/Nga マウスの，掻破行動誘発における IL-31 の関与を明らかにする目的
で，掻破行動を誘発した NC/Nga マウスと，掻破行動を誘発していない SPF NC/Nga マウ
ス及び接触性皮膚炎モデルの皮膚 IL-31mRNA 発現を比較検討した． 
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第一章・第 1 節 アトピー性皮膚炎モデル NC/Nga マウスにおける 
IL-31 の発現 
 
NC/Nga マウスは，通常（conventional）環境下での飼育により皮膚炎を自然発症する動物で，多く
の点でアトピー性皮膚炎患者との類似性が示されていることから，アトピー性皮膚炎の発症機序解明
及び治療薬の薬効評価モデルとして汎用されている(45)．しかし，本マウスにおける直接的な掻痒誘
発物質は現在まで同定されていない．Dillon らは IL-31 がマウスにおいて強い掻痒誘導作用を示すこ
とを報告したが，生理的な環境の皮膚において IL-31が産生されて掻痒を誘導することは未だ証明さ
れていない(41)．そこで，IL-31トランスジェニックマウスと類似した掻破行動及び皮膚炎症状を示す
NC/Ngaマウスにおいて，IL-31が内因性の掻痒誘発物質として作用する可能性を考え，掻破行動を誘
発した Conv-NC/Nga マウスと掻破行動を誘発していない SPF-NC/Nga マウスについて皮膚
IL-31mRNA発現を比較した． 
 
材料と方法 
使用動物 
7 週齢の雄性 SPF NC/Nga マウスは日本チャールスリバー株式会社より，皮膚炎を発症し
た 15 週齢のクリーン（conventional）NC/Nga マウスは日本エスエルシー株式会社より購入
し，試験に使用した．動物は，室温：23±3 ℃，湿度：50±20％，照明時間：約 12 時間，
換気回数：10 回以上／時間に設定した飼育室内で飼育し，飼料（MF：オリエンタル酵母工
業）及び飲料水（殺菌水）は自由に与えた．なお，本実験は大正製薬株式会社 医薬研究
所の動物実験倫理委員会の承認を得て行った．掻痒の誘発は，高野らの報告(61)に従い，SPF 
NC/Nga マウスと，既に皮膚炎を発症している NC/Nga マウスを 2 週間同じ飼育ケージに入
れて同居飼育することにより誘発した．掻痒誘発群を Conventional-NC/Nga（Conv-NC/Nga）
マウス，非誘発群を SPF-NC/Nga マウスと表記した．  
 
掻破行動の測定 
掻破行動の測定は，高野らの方法に従い(48)，掻破測定システム（NS-SCT16，(株)ニュー
ロサイエンス）を用いて行った．前日までに下肢にスクラッチ測定用マグネット（直径 1 mm
×長さ 3 mm）を埋め込んだマウスを，測定用チャンバーに１匹づつ入れ，マウス下肢の動
きをコイルにより検出した．解析は，スクラッチ計測・解析ソフトウェア（Micro ACT, (株)
ニューロサイエンス）を用いて行い，アトピー性掻破行動として掻破行動持続時間が 1.5 秒
以上持続したものを１回の掻破行動として測定した．結果は 1 日（24 時間）あたりの総掻
破回数として示した． 
 
皮膚炎症状の測定 
皮膚炎症状は耳介及び吻側背部の状態を①発赤・出血，②浮腫，③擦創・びらん，④痂皮
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形成・乾燥の 4 項目について，無症状：0，軽度：1，中等度：2，高度：3 の 4 段階に分類
及びスコア化し，その合計を皮膚炎スコアとした．観察は動物ごとに視診及び触診により
実施した． 
 
経皮水分蒸散量（Transepidermal water loss: TEWL）の測定 
測定前日までに，ジエチルエーテル吸入による麻酔下でマウス背部皮膚を電気バリカン
で除毛（約 2 cm×2 cm）した．経皮的水分蒸散量測定装置（Tewameter TM210， Courage & 
Khazaka）を用いてマウス背部の TEWL を測定した．測定値は，測定装置のプローブを測定
部位の皮膚上に垂直になるように約 30 秒間静置させた後に記録した. 
 
RT-PCRによるIL-31mRNAの定量 
全 RNA はマウスの背部皮膚より Trizol（Invitrogen）を用いて分離した．RT-PCR は 2 μg
の全 RNA を用いて逆転写反応を行い，100 ng の mRNA 相当量を次の PCR に使用した． 
IL-31mRNA の発現量は，ハウスキーピング遺伝子である glyceroaldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase （GAPDH）の発現量に対する比で算出した．マウス IL-31 と GADPH の mRNA
を同定するためのプライマー配列を以下に示す． 
IL-31 (5’-TCG GTC ATC ATA GCA CAT CTG GAG-3’ and 5’-GCA CAG TCC CTT TGG AGT 
TAA GTC-3’)  
GAPDH (5’-ACC AAG TCC ATG CCA TCA C-3’ and 5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3’) 
 
統計 
データは平均値±標準誤差で示した．2 群比較については，対照群との間で Student の t 検
定（有意水準 5％）を用いた． 
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結果 
Conv-NC/NgaマウスにおけるIL-31mRNA発現  
掻痒を誘発しなかった SPF-NC/Nga マウスでは，皮膚炎スコアの増加は認められなかった．
一方，皮膚炎発症 NC/Nga マウスとの同居飼育により掻痒を誘発した Conv-NC/Nga マウス
では，掻破回数が有意に増加したが，皮膚炎スコアの増加は認めなかった．24 時間の総掻
破回数は SPF-NC/Nga 及び Conv-NC/Nga マウスでそれぞれ 8.2±3.6 及び 414.4±58.9 回/24
時間であった（Fig. 1-1a）．皮膚の炎症を伴わず，掻破行動が認められる状態のマウス皮膚
における IL-31mRNA の発現を PCR 法により解析したところ，SPF-NC/Nga マウスでは，
IL-31mRNA の発現はほとんど認められなかったが，Conv-NC/Nga マウスでは明確な
IL-31mRNA のバンドが確認された（Fig. 1-1b）．デンシトメータ－により読み取った IL-31
発現量を GAPDH 発現量に対する比で示すと，SPF-NC/Nga 及び Conv-NC/Nga でそれぞれ
0.12±0.02 及び 0.60±0.02 となり，有意な差が認められた（Fig. 1-1c）．以上の結果から，掻
破行動が発現しているマウス皮膚において，IL-31mRNA の発現が増加していることが示さ
れた． 
 
 
g. 1-1 Scratching counts and IL-31 mRNA expression in the skin of NC/Nga mice. 
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(a) Total scratching counts for 24 h of SPF-NC/Nga (SPF) (N=5) and Conv-NC/Nga m
(N=5). (b) Typical pattern of RT–PCR analysis of IL-31 and GAPDH mRNA expression in the skin 
of NC/Nga mice. Sizes of the PCR products were 327 bp (IL-31) and 452 bp (GAPDH). (c) 
Expression of IL-31 mRNA. Quantities of IL-31 mRNA in each samples were normalized to the 
corresponding GAPDH mRNA.***P<0.001 as compared with values of SPF-NC/Nga (Student’s 
t-test). Values are the means±S.E.M. 
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考察 
NC/Nga マウスは，通常（conventional）環境下の飼育により，掻破行動を伴う皮膚炎を自
然発症することが知られている．高野らは NC/Nga マウスの掻破行動を解析し，1.5 秒以上
持続する掻破行動が皮膚炎発症マウスに特徴的な行動であり，皮膚炎未発症の SPF-NC/Nga
マウス及び他の系統のマウスではほとんど発現しないことを報告している(48)．さらに，1.5
秒以上の掻破行動を指標として，既に皮膚炎を発症した NC/Nga マウスと SPF の NC/Nga マ
ウスを同居飼育することにより，短期間に安定した掻破行動及び皮膚炎の発症を誘導する
方法を確立した(61)．NC/Nga マウスは誘発処置 3 日後から掻破行動を示し，その後経時的
に掻破回数が増加するとともに，皮膚炎スコアが増加する(74)．本研究では，IL-31 と掻破
行動の関係について解析することが目的であるため，掻破回数は有意に増加するが皮膚炎
の発症はほとんど見られない，同居後 2 週間の誘発条件を選択し，IL-31mRNA の発現解析
を行った．この条件において，SPF-NC/Nga マウスでは IL-31mRNA のシグナルはほとんど
認めなかったが，掻痒を誘導した Conv-NC/Nga マウスでは，IL-31mRNA シグナルが認めら
れ，GAPDH に対する比で算出した定量値において有意差を示した．このことより，
IL-31mRNA は皮膚炎発症マウスとの同居飼育という外界からの刺激に応じて，生体内で産
生されることが確認された．また，皮膚炎スコアの増加が少なく掻破行動が増加している
条件で IL-31mRNA の増加が認められたことから，IL-31mRNA は炎症反応の結果として二
次的に発現しているのではなく，外界からの刺激に直接的に反応して産生され，掻痒を誘
導する因子である可能性が示唆された．  
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第一章・第 2 節 NC/Ng IL-31 の関与 
 
a マウスの掻破行動における
 
第 1 節において，掻破行動を発現するアトピー性皮膚炎モデル，NC/Nga マウスの皮膚で
IL-31mRNA の発現増加を示した．この時，皮膚の発赤，浮腫，湿疹などの皮膚炎スコアの
増加は認められていないことから，外界の刺激に反応して産生される IL-31 は，炎症反応を
誘導するのではなく，掻痒を誘発する可能性を示した．しかし，Dillon らは IL-31 が T 細胞
から産生されるサイトカインであると報告していること(38)から，アトピー性皮膚炎に限ら
ず T 細胞が関与する炎症反応においても IL-31 が産生され，何らかの機能を果たしている可
能性が考えられる．そこで IL-31 のアトピー性皮膚炎モデルにおける意義を確認するため，
皮膚に強い炎症反応を誘導するが掻破行動を伴わない接触性皮膚炎モデルと，掻破行動に
より皮膚炎を発症する自然発症皮膚炎モデルにおける皮膚 IL-31mRNA 発現を比較した． 
 
材料と方法
使用動物 
6 週齢の雄性 NC/Nga マウス(SPF)及び皮膚炎を発症した 15 週齢のクリーン（conventional）
NC/Nga マウスを日本エスエルシー株式会社より購入し，試験に使用した．飼育方法は，第
一章・第１節に従って行った． 
 
自然発症皮膚炎モデル 
自然発症皮膚炎モデルは，高野らの報告(61)に従い，SPF NC/Nga マウスと既に皮膚炎を
発症している NC/Nga マウスを同居させることで誘発した．掻痒誘発群を Conv-NC/Nga マ
ウス，非誘発群を SPF-NC/Nga マウスと表記した．  
 
接触性皮膚炎モデル 
接触性皮膚炎モデルは，2,4,6-trinitrochlorobenzene（TNCB, 東京化成）を塗布することに
より誘導した．マウスの背部皮膚を剃毛し，acetone:ethanol=1:4 で混合した溶媒に 5%の濃度
に溶解した TNCB を 0.15 ml 塗布した．その後 7 日毎に同濃度の TNCB 溶液を 0.15 ml 塗布
した．経時変化の解析においては，TNCB 塗布を 1 週間に 1 回，計 6 週間行った． 
 
掻破行動，皮膚炎症状及びTEWLの測定 
掻破行動，皮膚炎症状及び TEWL の測定は，第一章・第１節に従って行った． 
 
In situ hybridization（ISH）によるIL-31 発現解析 
マウス IL-31（NIH accession XM_132344）の 308-517 位の 210 塩基配列を RT-PCR にて増
幅させた遺伝子を，T7 プロモーターを含むベクターへクローニングし，DNA テンプレート
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を調製した．In vitro tra scription 法により Dig 標識 RNA プローブ（antisense 及び sense）を
合成し，遺伝子プローブとして使用した．マウスの背部皮膚を採取し，10%中性緩衝ホルマ
n
ン液に 3 日間浸して固定した後, パラフィン包埋した．3 μm 厚さの組織切片を作製し，
Ve
リ
ntana HX automated ISH system により In situ hybridization(ISH)解析を行った. 
 
Realtime RT-PCRによるIL-31mRNAの定量 
全 RNA はマウスの背部皮膚より Trizol（Invitrogen）を用いて分離した．RT-PCR は 2 μg
の全 RNA を用いて逆転写反応を行い，100 ng の mRNA 相当量を次の PCR に使用した．
Real-time PCR 反応は，SYBR Green Master Mix（Applied Biosystems）を用い，Applied 
Biosystems 7700 Sequence Detection System を使用して行った．サンプル間の相対遺伝子発現
量の比較は，試験に使用した cDNA の希釈サンプルの Real-time PCR 反応蛍光データから作
成した検量線を用いて行った．サイトカイン mRNA の発現量は，ハウスキーピング遺伝子
であるβ-actin の発現量に対する比で算出した．マウス IL-31，IL-4，IFN-γ及びβ-actin mRNA
の PCR プライマー配列を以下に示す． 
A CAG CTG CCG TGT TTC AG-3’ and 5’-AGC CAT CTT ATC ACC CAA GAA-3’)  
IL
T GGC TTT G-3’ and 5’-CTT CCA CAT CTA TGC CAC TTG 
AG-3’) 
AT GCA GAA GGA GA-3’ and 5’-GCT GGA AGG TGG ACA GTG 
A
を同定するため
IL-31 (5’-AT
-4 (5’-ACG GAG ATG GAT GTG CCA AAC-3’ and 5’-GCA CCT TGG AAG CCC TAC AGA 
C-3’) 
IFN-γ (5’-TAC ACA CTG CAT CT
β-Actin (5’-TGA CAG G
G-3’)． 
  
統計 
データは平均値±標準誤差で示した．各群の平均値について，対照群との間で Student
比較を行った．皮膚炎スコアについては，データをメジアン±四分
位
の t 検定による２群間
偏差で示し，検定は Wilcoxon 検定を行った．  
IL-31mRNA 発現量と掻破回数または TEWL との間の相関解析は，ピアソンの積率相関
係数を算出した．IL-31mRNA 発現量と皮膚炎スコア間の相関解析は，スピアマンの順位
相関係数を算出した．有意水準は 5%とした． 
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結果 
掻破回数，TEWL及び皮膚炎スコアの経時的変化 
皮膚炎発症 NC/Nga マウスとの同居飼育による自然発症皮膚炎モデルと，ハプテン塗布に
よる接触性皮膚炎モデルにおける掻破行動の発現について解析するために，両モデルにお
る掻破回数，TEWL 及び皮膚炎スコアの経時変化を検討した．6 週間の実験期間中に，誘
ン塗布の対照群として溶媒塗布を行った溶媒
塗
 
(a
±quartile deviation for inflammation score (c) . 
*P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 as compared with the each values of TNCB-NC/Nga mice. 
 
け
発処置を行わない SPF-NC/Nga 群，及びハプテ
布群では，掻破回数，TEWL 及び皮膚炎スコアに変化は認めなかった．誘発処置を行っ
た Conv-NC/Nga 群においては，誘発開始 1 週間後より掻破回数の増加を認め，掻破回数は
その後 6 週間まで増加した．一方，TNCB を塗布した TNCB-NC/Nga 群では，6 週間までの
間に有意な掻破回数の増加は認めなかった（Fig. 1-2-1a）．TEWL 及び皮膚炎スコアは，
Conv-NC/Nga 群では経時的に増加した．TNCB-NC/Nga 群では，1 週間後でプラトーとなっ
た(Fig. 1-2-1b, c)． 
 
 
Time after treatment (week)
0
300
600
30900
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1-2-1 Chronological changes in scratching counts, TEWL and inflammation score in 
Conv- or TNCB-NC/Nga mice.  
) Total scratching counts for 24 h at each week. (b) TEWL. (c) Skin inflammation score. (○) 
Conv-NC/Nga mice (N=8), (●) TNCB-NC/Nga mice (N=9). Values are the means±S.E.M for 
scratching counts (a) and TEWL (b), and the medians
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自然発症皮膚炎及び接触性皮膚炎モデルにおける皮膚IL-31mRNA発現 
を，自然発症皮膚炎では 2 週間の誘発処
置
ig. 1-2-2 Analysis of IL-31 mRNA expression by in situ hybridization in Conv- or 
PF-NC/Nga mice.   
) Dig staining of skin section from Conv-NC/Nga mouse treated with antisense probe. (b) Dig 
taining of skin section from SPF-NC/Nga mouse treated with antisense probe. (c) Dig staining of 
kin section from Conv-NC/Nga mouse treated with sense probe. (original magnification, x100). 
然発症皮膚炎及び接触性皮膚炎モデルの皮膚サイトカインmRNA発現
経時変化の解析結果より，IL-31 発現解析の条件
，接触性皮膚炎では感作より 1 週間後の塗布とした．この条件において，皮膚 IL-31mRNA
発現を in situ hybridization 法により解析した．IL-31mRNA は，Conv-NC/Nga 群の表皮及び
毛包に発現が認められた（Fig. 1-2-2a）．一方，SPF-NC/Nga 群には IL-31mRNA シグナルは
認めなかった（Fig. 1-2-2b）．また，TNCB-NC/Nga，Vehicle-NC/Nga 及びセンスプローブ処
理群でも IL-31mRNA シグナルは認めなかった（Fig. 1-2-2 c）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
F
S
(a
s
s
 
自  
Conv-NC/Nga の皮膚で IL-31mRNA シグナルを認めたことから，realtime-PCR による
に増加した(Fig. 1-2-3d)．一方，感作 1 週間後に TNCB 塗
カインである IFN-γの発現についても解析を行った．Conv-NC/Nga 群では，SPF-NC/Nga
群と比較して IL-4mRNA が有意に増加したが，IFN-γmRNA 発現量は，両群間に差を認めな
かった(Fig. 1-2-3b, c)．一方，TNCB-NC/Nga 群は，IL-31mRNA 発現量の増加を認めないが，
IL-4 及び IFN-γmRNA は対照群に比較して有意な増加を示した(Fig. 1-2-4a, b, c)． 
 
 
IL-31mRNA 発現量の測定を行った．2 週間の誘発処置後の Conv-NC/Nga 群では，掻破回数
が SPF-NC/Nga 群に比較して有意
布を行った TNCB-NC/Nga 群では，掻破回数の増加は認めなかった(Fig. 1-2-4d)．TEWL 及
び皮膚炎スコアは，両モデルにおいて対照群と比較して有意な増加を認めた（Fig. 1-2-3e, f，
Fg. 1-2-4e, f）．この条件において，Conv-NC/Nga 群の IL-31mRNA 発現量は SPF-NC/Nga 群
に比較して有意に増加した(Fig. 1-2-3a)．さらに Th2 サイトカインである IL-4 及び Th1 サイ
ト
a cb
IL-31 Antisense
Conv-NC/Nga SPF-NC/Nga Conv-NC/Nga
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Fig. 1-2-3 Cytokine mRNA expression, scratching counts, TEWL and skin inflammation score 
in SPF- or Conv-NC/Nga mice. 
Expression of (a) IL-31 mRNA, (b) IL-4 mRNA, (c) IFN-γ mRNA. (d) Total scratching counts for 
24 h. (e) TEWL. (f) Skin inflammation score. Quantities of cytokine mRNA in each samples were 
normalized to the corresponding β-Actin mRNA. (○) Values of each sample, (●) the means±
S.E.M. for cytokine mRNA (a, b, c), scratching counts (d), TEWL (e) and the medians±quartile 
deviation for inflammation score (f), (N=5). *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 as compared with 
the values of SPF-NC/Nga mice. 
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Fig. 1-2-4 Cytokine mRNA expression, scratching counts, TEWL and skin inflammation score 
in vehicle (Cont) -or TNCB-applied NC/Nga mice. 
ga mice. 
Expression of (a) IL-31 mRNA, (b) IL-4 mRNA, (c) IFN-γ mRNA. (d) Total scratching counts for 
24 h. (e) TEWL. (f) Skin inflammation score. Quantities of cytokine mRNA in each samples were 
normalized to the corresponding β-Actin mRNA. (○) Values of each sample, (●) the means±
S.E.M. for cytokine mRNA (a, b ,c), scratching counts (d), TEWL (e), and the medians±quartile 
deviation for inflammation score (f), (N=6). *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001 as compared with 
the values of vehicle-applied NC/N
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掻破回数とIL-31mRNA発現量との相関 
自然発症皮膚炎モデルの Conv-NC/Nga マウスは，IL-31mRNA 発現量と掻破回数の間に，
い相関性を示した（r2=0.89）．さらに，IL-31mRNA 発現量と TEWL（r2=0.56）または皮膚
スコア（r2=0.73）の間にも相関性を示した（Fig. 1-2-5）．一方，接触性皮膚炎モデルの
NCB-NC/Nga 群では，IL-31mRNA 発現量と掻破回数（r2=-0.47），TEWL（r2=-0.13）または
膚炎スコア（r2=0.01）の間に相関性はなかった． 
ig. 1-2-5 Correlation between IL-31mRNA expression and scratching counts, TEWL and skin 
flammation score in Conv-NC/Nga mice.  
orrelation between IL-31 mRNA expression and scratching counts (a), TEWL (b) and skin 
flammation score (c). Quantities of IL-31 mRNA in each samples were normalized to the 
orresponding β-Actin mRNA. 
察 
掻破行動を発現する NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎モデルでは，皮膚 IL-31mRNA 発現
が増加した．IL-31 は，活性化 T 細胞において産生され (41)，アトピー性皮膚炎患者の皮
性は高い．しかし，IL-31 が掻痒誘導因子
る反応であるが，使用するハプテンの量，塗布回
，塗布間隔などの様々な条件により，Th1, Th2 細胞の関与の程度が異なることが知られて
いる(64)．また，SPF NC/Nga マウスにハプテンを繰り返し塗布することにより肥満細胞の
脱顆粒や炎症性細胞浸潤，血中 IgE 量増加を伴った慢性的な皮膚炎症状を呈することが報告
高
炎
T
皮
 
 
-4
-3
-2
-1
0
0 200 400
Scratching (counts/24h)
Ln
(IL
-3
1m
R
N
A
/βA
ct
in
)
r2=0.89
600 0 10 20 30
TEWL (g/m2/h)
r2=0.56
0 2 4 6
Inflammation Score
r2=0.73
ca b
Ln
(IL
-3
1m
R
N
A
/βA
ct
in
) 
 
 
 
 
 
 
 
 
F
in
C
in
c
 
考
量
膚では活性化 T 細胞が増加していることが報告されている(62, 63)ことから，アトピー性皮
膚炎患者の皮膚において IL-31 が産生される可能
として機能しているのであれば，掻痒を伴わない皮膚炎では発現が増加しないはずである．
そこで本研究では，T 細胞により誘導されることが知られている接触性皮膚炎のモデルを比
較対照として，自然発症皮膚炎における IL-31mRNA の発現量を解析した．TNCB 皮膚炎モ
デルは，マウスにハプテン抗原である TNCB を塗布して抗原提示，T 細胞の感作を行い，
再度のハプテン塗布により T 細胞の活性化を誘導して強い皮膚炎症を誘発するモデルであ
る．この反応は基本的には Th1 細胞によ
数
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されており，NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎モデルとともに，アトピー性皮膚炎のモデル
と
能，皮膚炎スコア及び皮膚サイトカ
ン mRNA 発現を比較した．IL-31mRNA は自然発症皮膚炎モデルで増加したが，接触性皮
炎モデルでは増加しなかった．また，自然発症皮膚炎モデルにおける IL-31mRNA 発現量
掻破回数との間に高い相関関係を示した．さらに IL-31 発現量と TEWL，IL-31 発現量と
膚炎スコアの間にも相関関係を示した．高橋らは，NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎にお
ては，掻破の回数と TEWL，または掻破回数と皮膚炎スコアが高い相関関係を示すこと
ら，自然発症皮膚炎では掻破によって皮膚バリア機能が低下し，皮膚炎が発症すること
示している(66)．本研究でも，IL-31 が掻破回数と最も高い相関係数を示し，次いで皮膚
スコア，TEWL と相関を示したことは，IL-31 によって誘導された掻破行動が二次的に皮
バリアを破壊し，皮膚炎発症を誘導することを示すものと考えられた． 
IL-31 は，IL-31 receptor A（IL31RA）と oncostatin M receptor（OSMR）の二量体と結合し
3，CCL4 などを産生してリンパ球，単球，多核
していることは，IL-31 が直接知覚神経を活性化して掻痒を発
させる可能性を示唆している(67)．また，本研究とほぼ同時期に，アトピー性皮膚炎患者
において，IL-31mRNA とタンパクの発現が認められ，IL-31 の発現はアトピー性皮膚
炎
して汎用されている(65)．しかし，TNCB 皮膚炎モデルでは，皮膚炎の発症過程で 1.5 秒
以上持続する掻破行動は発現せず，皮膚炎発症における掻破行動の関与が低いことが報告
されている(66)．そこで本試験では，皮膚炎を発症した NC/Nga マウスと 2 週間同居飼育し，
掻破行動を誘発した自然発症皮膚炎マウスと，TNCB を背中に塗布して誘発した接触性皮膚
炎マウスを用い，それぞれの掻破行動，皮膚バリア機
イ
膚
は
皮
い
か
を
炎
膚
てシグナルを伝達する．皮膚 keratinocyte は IL-31RA と OSMR を発現し，IL-31 の作用によ
り CXCL1，CCL17，CCL19，CCL12，CCL2
球などを皮膚に遊走させることが報告されている(41)が，この反応と掻痒の発生との関係は
明らかになっていない．一方，掻痒を伝達すると考えられる知覚神経と脊髄の後根神経節
に IL-31RA と OSMR が発現
生
病変部
，痒疹などの掻痒を伴う皮膚炎に特徴的であり，乾癬では認められないことが報告され
た(68,69)．これらの結果は，内因性の IL-31 の発現と掻痒への関係を疾患モデルで初めて検
証した本試験の結果と一致するものであり，アトピー性皮膚炎モデルとしての NC/Nga マウ
スの病態が，ヒトと同一の掻痒誘導物質である IL-31 の関与という観点からもヒトの病態に
類似することが示された．  
アトピー性皮膚炎の皮膚に T 細胞の浸潤が認められることは前述の通りであり，急性期
病変部の皮膚では，IL-4，IL-5，IL-13mRNA 発現細胞が増加し，IFN-γ，IL-12 発現細胞は少
ない．また非病変部においても，IL-4，IL-13 を発現した Th2 細胞が増加し，IFN-γを発現す
る Th1 細胞の増加は認められない．一方，慢性期のアトピー性皮膚炎病変部では，IL-4，IL-13
発現細胞は減少し，IFN-γ発現細胞が増加する(62)．これらの報告より，アトピー性皮膚炎
は，Th2 細胞主導の炎症反応により誘導された掻痒が掻破を誘導し，掻破による皮膚傷害が
Th1 反応を誘導し，慢性炎症を進展させ，皮膚炎を発症すると考えられてきた．そこで，こ
れらの Th1，Th2 サイトカインの掻破における関与について考察するために，IFN-γ及び IL-4 
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mRNA の発現を解析した．IL-4mRNA は自然発症皮膚炎及び接触性皮膚炎で増加したが，
IFN-γmRNA は自然発症皮膚炎では変化せず，接触性皮膚炎で増加した．これらの結果は，
NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎では，Th2 サイトカインが増加し，Th1 サイトカインの反
応が低下するとの報告と一致する(70)．IL-4 は，IgE 産生を促進することにより，IgE を介
した肥満細胞の脱顆粒反応を増強し，血管内皮細胞の VCAM-1 の発現を増強することによ
りリンパ球や単球の血管内皮細胞への接着を促進して慢性炎症を増強することが示唆され
ており(71)，さらに IL-4 トランスジェニックマウスでは，強い皮膚の炎症と掻破行動の発現
が報告されている(39)．しかし，掻破行動との関係を検討した本試験の結果から，掻破行動
の発現には IL-31が大きく関与する一方，IL-4や IFN-γは掻破行動の発現とは直接関係せず，
炎症反応に関与する可能性が示された．  
IL-31mRNA の皮膚における発現の局在については，Fig.1-2-2 に示すように，表皮の顆粒
層及び毛包周囲に発現が認められた．このことは，外界からの何らかの刺激により，表皮
細胞が IL-31 を発現する可能性を示唆する．IL-31 は，in vitro で活性化した T 細胞から産生
されることが報告されており，アトピー性皮膚炎患者の末梢血 T 細胞で産生が認められて
いる．しかし，アトピー性皮膚炎患者皮膚における解析では，浸潤細胞と分離した表皮細
胞分画においても IL-31mRNA 発現が認められたことから(69)，IL-31 が表皮を構成する
keratinocyte で産生される可能性が考えられた．筆者らの研究では，IL-31 は掻破行動を発現
する同居 3 日後には発現が増加しており，その時点では，T 細胞の浸潤がほとんど認められ
ないことから（未発表データ），T 細胞の存在は発現に必ずしも必要ではなく，keratinocyte
が IL-31 を産生する可能性が強いものと考えている． 
以上，本研究では，アトピー性皮膚炎モデルマウスの皮膚において IL-31 が産生されるこ
と，IL-31 の発現は，掻破行動の発現と高い相関性を示すことを明らかにし，内因性の IL-31
がアトピー性皮膚炎における掻痒誘発物質として機能する可能性を示した． 
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第一章・小括
 
第一章では，アトピー性皮膚炎における掻痒誘発物質探索研究の一環として，掻痒を誘
発するサイトカインとして報告された IL-31 とアトピー性皮膚炎動物モデルである NC/Nga
マウスの掻破行動の関係について検討した．第 1 節では，掻破行動は顕著に発現している
が皮膚傷害のみられない発症初期の Conv-NC/Nga マウスと，掻破行動も皮膚炎の発症もな
い SPF-NC/Nga マウスの背部皮膚組織の IL-31mRNA 発現を測定した結果，掻破行動を発現
する Conv-NC/Nga マウスでは，掻破行動を発現しない SPF-NC/Nga マウスに比較し
IL-31mRNA シグナルが有意に増加すること
 
が明らかとなった．第 2 節では，IL-31mRNA と
掻
期間の皮膚炎発症 NC/Nga マウスと
の
-31 に注目し
て検討を行い，アトピー性皮膚炎動物モデルである NC/Nga マウスの掻痒誘発に IL-31 が関
与する可能性を示唆した． 
痒発現との関係を更に明確にするため，抗原特異的 T 細胞の活性化により誘導され，掻
痒を伴わない接触性皮膚炎モデルマウスと，掻破行動により皮膚炎を発症する自然発症皮
膚炎モデルマウスにおける皮膚組織 IL-31mRNA 発現を比較した．その結果，IL-31mRNA
が掻痒を伴う自然発症皮膚炎モデルマウスにおいて特異的に発現することを確認した．自
然発症皮膚炎モデルマウスの IL-31mRNA発現量は，掻破回数との間に高い相関性を示した．
また，皮膚バリア機能低下の指標である TEWL の増加及び皮膚炎スコアの増加とも相関性
を示した．これらの結果は，IL-31 が皮膚炎発症マウスとの同居飼育という外界からの刺激
により皮膚内で産生されて掻痒を誘発し，掻破行動を発現することにより皮膚炎発症に至
る可能性を示唆するものであった．今回の検討では，IL-31mRNA の発現がどのような外来
抗原に起因する反応かは不明であるが，2 週間という短
同居により掻破行動及び IL-31mRNA が発現することから，何らかの感染因子の関与する
可能性が考えられる． 
以上，これまで不明であったアトピー性皮膚炎の掻痒誘発物質について，IL
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第二章・序論 
 
掻破は，表皮を削り取り，皮膚の表面に付着または内部に進入した異物を排除する生理
反応と考えられている．しかし，掻破は皮膚を傷害する行為でもあるため，そこには過度
の掻破による皮膚傷害を抑え，皮膚の恒常性を維持するための厳密な調節機構が存在する
と考えられる．健常な皮膚では，掻痒によって誘導された掻破により掻痒感が消失するた
め，過剰な掻破による皮膚傷害を発現することはないが，アトピー性皮膚炎患者において
は，掻破によりさらに掻痒が増加し，過剰な掻破行為により，さらに皮膚炎が悪化すると
いう itch-scratch-cycle と呼ばれる悪循環が存在する(17)．新井らは NC/Nga マウスの掻破行
動を指標として種々薬物を評価した結果，prostaglandin（PG）産生抑制作用を持つ
indomethacin の投与により NC/Nga マウスの掻破行動が増加し，PGs 前駆体であるアラキド
ン酸（AA）の塗布により抑制されることを見出した．これらの結果は，内因性 PG が掻痒
に対し生理的調節物質として機能する可能性を示唆するものであった(50, 72)．そして，他
の PG に比べ，PGD2 が強力な掻痒抑制作用を有することを見出した(50)．また，皮膚を人為
的に掻破することにより，皮膚 PGD2，PGE2，PGF2α及び PGI2 産生が増加し，産生された
PGD2 及び PGE2 は，掻破によって傷害を受けた皮膚バリアの修復に寄与することを明らか
にした(52)．PG は，生体内で広範な作用を示す生理活性物質であり，皮膚においても，上
記 4 種の PG が産生される．特に PGE2 及び PGI2 は，炎症反応（発熱，発痛及び浮腫）との
関係が良く知られており(49)，これらの PG は皮膚炎の進展に関与すると考えられている．
一方，PGD2 は皮膚組織に比較的多量に存在する(73)が，皮膚における生理作用及びその意
義についてはこれまでほとんど知られていなかった．上記の検討結果より，PGD2 が掻痒に
対して生理的調節物質として作用し，かつ皮膚バリアの修復に関与する可能性が考えられ
たため，杉本らはアトピー性皮膚炎の動物モデルである NC/Nga マウスの掻破行動と皮膚組
織中 PG 量との関係について解析し，掻破行動が長時間持続した状態における皮膚炎慢性期
には，皮膚 PGD2 産生能が低下することを示した(54)． 
これらの研究結果より，健常な皮膚では Fig.2 に示す掻痒調節機構が作動していると考え
られた．①表皮から未同定抗原または細菌，真菌，ウィルスなどの刺激が侵入する．②表
皮において IL-31 などの掻痒誘発因子が産生される．③掻痒誘発因子により掻痒が発生する．
④掻痒により掻破が誘導される．⑤機械的に皮膚バリアが破壊される．⑥PLA2 の活性化，
細胞膜からの AA の遊離，COX-1 及び hPGDS による代謝を介して PGD2が産生される．⑦
PGD2 により掻痒が消失し，掻破が停止する．⑧さらに破壊されたバリア機能の修復が促進
される．ところが，アトピー性皮膚炎モデルの NC/Nga マウスでは，この PGD2 による掻痒
調節機構が破綻して，掻痒が消失しないために掻破行動が持続し，皮膚炎を発症すると考
えられる． 
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本論文第二章では，第 1 節において，掻痒・掻破反応と皮膚組織中 PGD2 産生の関係につ
いて，皮膚炎を発症する NC/Nga マウスと皮膚炎を発症しにくい BALB/c マウスとの比較に
より解析を行った．さらに，第 2 節において，化学的に安定な新規プロスタノイド DP1 受
容体作動薬である TS-022 の皮膚炎治療作用を検討し，掻痒を標的とした新しい作用機序を
持つアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性を考察した． 
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Fig. 2 皮膚における掻痒と掻破行動の PGD2 を介する調節機構（仮説） 
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第二章・第 1 節 マウスにおける掻破行動と皮膚組織中 
PGD2産生量の関係 
 
掻破行動を発現しない SPF NC/Nga マウスを，既に皮膚炎を発症している NC/Nga マウス
と同居飼育すると，3 日後には明確な掻破行動の増加が観察される(74)．さらに，通常飼育
では皮膚炎を発症しない他系統のマウス（BALB/c，C3H/HeN 及び ICR 等）においても，既
に皮膚炎を発症した NC/Nga マウスとの同居飼育により，7～14 日後には明確な掻破行動の
増加が観察され，さらに同居飼育を継続すると BALB/c においても軽度ではあるが皮膚炎を
発症する．しかし，NC/Nga 以外のマウスでは，掻破回数，TEWL 及び皮膚炎スコアの増加
が NC/Nga マウスより少ないことから，掻痒を誘導する刺激に対する反応性には系統差が存
在し，NC/Nga マウスは掻痒誘発に対する感受性が高い系統のマウスであることが報告され
ている(74)．第二章・序論に述べたように，NC/Nga マウスの掻破行動と皮膚炎発症は，内
因性の PGD2 産生能の低下による掻痒調節機構の破綻による可能性が示唆されている．そこ
で本章では，掻破による掻痒の抑制を実験的に確認し，NC/Nga マウスの掻痒誘発に対する
高い感受性が皮膚の PGD2 産生量低下による現象であることを確認する目的で，マウスに人
為的に掻破を負荷することにより産生される皮膚 PGD2 産生量と掻痒との関係を検討した． 
 
材料と方法 
使用動物 
6 週齢の雄性 SPF NC/Nga マウス及び 6 週齢の雄性 SPF BALB/c マウス，皮膚炎を発症し
た 15 週齢のクリーン NC/Nga マウスは日本エスエルシー株式会社より購入した．飼育は第
一章・第１節の方法に従って行った．掻痒誘発処置は，高野らの報告(61)に従い，5 匹の SPF 
NC/Nga マウスまたは 5 匹の SPF BALB/c マウスを，皮膚炎を発症した 5 匹の NC/Nga マウ
スと同居させ，4 週間飼育した．掻痒非誘発群は SPF マウスを 10 匹で飼育した．掻痒誘発
群を Conventional-NC/Nga または-BALB/c（Conv-NC/Nga または Conv-BALB/c）マウス，非
誘発群を SPF-NC/Nga または SPF-BALB/c マウスと表記した．PGD2 塗布試験においては，
PGD2（Cayman Chemical）をエタノール（国産化学）に溶解し，200 μl をマウス吻側背部に
塗布した． 
 
掻破行動の測定 
掻破行動の測定は，第一章・第１節の方法に従って行った．掻破行動持続時間が 1.5 秒
以上持続したものを１回の掻破行動として測定し，1 日（24 時間）あたりの総掻破回数と
して示した．また，掻破行動パターンは，後足の 1 往復を 1 ビートとし，5 分間のビート数
を算出して 24 時間の変動を解析した． 
  
 31 
皮膚炎症状，TEWLの測定 
皮膚炎症状及び TEWL の測定は，第一章・第１節の方法に従って行った． 
 
ワイヤブラシを用いた機械的掻破処置 
ジエチルエーテル麻酔下で，マウス背部を電気バリカンで除毛（約 2 cm×2 cm）した後，
除毛部分をワイヤブラシ（パオックコーポレーション，SCW-005P，ワイヤ径：Φ0.175 mm，
長さ：13 mm）を用い，50-80 g/cm2 の強さで 5～30 回掻破を負荷した． 
 
皮膚組織中PG量の測定 
採材及び測定中の内因性の PG 産生を抑制するため， indomethacin（10 mg/kg，
Sigma-Aldrich）を静脈投与し，5 分後に頚椎脱臼により屠殺したマウスの背部皮膚を採取し
た．ポリトロンホモジナイザーを用い，氷上にて約 100 mg の皮膚片を 100 μM indomethacin
を含む PBS 1 ml 中で粉砕した．アセトン（国産化学）4 ml を添加して攪拌し，5 分間静置
した後，遠心分離した（3,000 rpm，5 分，4℃）．上清を回収し，氷上にて窒素ガスを吹き付
けて溶媒を蒸発させた後，ELISA buffer に再溶解し，ELISA kit にて各 PG 量（PGD2，PGE2，
PGF2α及び 6keto-PGF1α）を測定した．各 PG 量は pg/mg（皮膚組織湿重量）で示した．PG
量測定には，PGD2 EIA kit，PGE2 EIA kit，及び 6keto-PGF1α  EIA kit （Cayman Chemical） 及
び PGF2α EIA kit（R&D System）を用いた．なお，PGI2 量の安定代謝物である 6keto-PGF1α
量を皮膚組織中 PGI2 量とした． 
 
皮膚組織におけるCOX-1，COX-2 及びhPGDSの発現（Western blotting） 
 マウスの背部皮膚を採取し，ホモジナイズバッファー〔TBS (pH 8.0), 0.25M sucrose，0.5% 
SDS，1% Triton-X100，1 mM EDTA，1 mM EGTA，1 mM DTT，1 mM PMSF，10 μl Protease 
inhibitor cocktail (Sigma –Aldrich) 〕を添加し，ポリトロンホモジナイザーにて組織を破砕し
た後，遠心分離（10,000 rpm，15 分，4℃）を行い，上清をサンプルとした．hPGDS は，SDS-10%
ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を行い，PVDF 膜（Millipore）に転写し，抗 hPGDS
モノクローナル抗体（Cayman Chemical, 10004349），HRP-抗ラット抗体（Chemicon 
International）及び enhanced chemiluminescence detection kit (Amersham Bioscience)を用いて検
出した．COX-1 及び COX-2 は，サンプルを抗 COX-1 モノクローナル抗体（Cayman Chemical, 
160110）または抗 COX-2 モノクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology, sc1746）を用いて
免疫沈降した後，抗 COX-1 ポリクローナル抗体（Santa Cruz Biotechnology, sc1752）または
抗 COX-2 ポリクローナル抗体（Cayman Chemical, 160116）及び HRP-抗ヤギ抗体（Biosourse, 
ACI3404）または抗ウサギ抗体（Amersham Bioscience, NA934）を用いて同様に検出した．  
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皮膚組織におけるCOX-1，COX-2 及びhPGDSの発現（免疫組織化学） 
マウス背部皮膚のパラフィン切片を，抗 COX-1 抗体（Cayman Chemical, 160109），抗
COX-2 抗体（Santa Cruz, sc-1745）または抗 hPGDS 抗体（Cayman Chemical, 160013）
と反応させた後，Avidin-Biotinylated peroxidase complex （Vector laboratories Inc）及
び AEC Staining Kit（Sigma-Aldrich）を用いて染色標本を作製し，光学顕微鏡を用いて
観察した．  
 
統計 
 掻破回数，TEWL 及び皮膚 PG 量は平均値±標準誤差で示した．2 群間の比較では，F 検
定により等分散性を確認し，不等分散であった場合は Welch の t 検定（有意水準 5％），等
分散であった場合には Student の t 検定（有意水準 5％）を用いた．皮膚炎スコアについて
は，データをメジアン±四分位偏差で示し，検定は Wilcoxon 検定（有意水準 5％）を行っ
た． 
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結果 
皮膚炎発症マウスとの同居飼育による掻破行動，TEWL及び皮膚炎スコアの変化 
 Conv-NC/Nga マウスの掻破回数は，掻痒誘導処置前と比較して，処置開始 1 週で有意に
増加し，さらに 4 週まで増加を続けた．一方，Conv-BALB/c マウスも掻痒誘導処置開始 2
週より掻破回数が有意に増加し，さらに 4 週まで増加したが，実験期間を通じて
Conv-NC/Nga マウスの掻破回数は Conv-BLAB/c マウスの掻破回数より高値であった（Fig. 
2-1-1a）．TEWL は処置開始 1 週より両群で増加し，Conv-BALB/c マウスではその後プラト
ーに達した．一方，Conv-NC/Nga マウスは 4 週まで増加した（Fig. 2-1-1b）．皮膚炎スコア
は処置開始 4 週において，Conv-NC/Nga マウスでわずかに増加したが，Conv-BALB/c マウ
スでは増加しなかった（Fig. 2-1-1c）． 以上の結果より，掻痒誘導処置に対する反応は，掻
破回数，TEWL 及び皮膚炎スコアのいずれの指標においても Conv-BALB/c マウスに比較し
て Conv-NC/Nga マウスで高いことが示された． 
 
 
ig.2-1-1 Time-course of changes in (a) the scratching counts, (b) TEWL, and (c) skin 
eans±S.E.M. from 8 mice for the scratching counts and TEWL, and medians± 
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F
inflammation score in Conv-NC/Nga and Conv-BALB/c mice at various time-points during 
cohabitation.  
Values are the m
quartile deviation from 8 mice for the inflammation score.  ●: Conv-NC/Nga mice. ○: 
Conv-BALB/c mice; ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 as compared with that at 0 week. ###P<0.001, 
##P<0.01, #P<0.05 as compared with that in the BALB/c mice at each week. 
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Conv-NC/NgaマウスとConv-BALB/cマウスの自発的掻破行動 
 Conv-NC/Nga マウスと Conv-BALB/c マウスの掻破行動の特徴を解析するために，24 時間
の掻破行動を 5 分間のビート数で示した（Fig. 2-1-2）．Conv-NC/Nga マウスにおいては，処
置開始後 1 週間で掻破回数が増加した．このときの掻破行動は，一定時間掻破が発現した
後，一定時間休止する断続的な発現様式を示した（Fig. 2-1-2a）．処置 4 週間では掻破のビー
ト数が増加するとともに，掻破の休止する時間が減少し，掻破行動は連続的な発現様式に
変化した（Fig. 2-1-2b）．一方，BALB/c マウスにおいては，処置 1 週間では掻破は発現せず，
処置 4 週間においても，断続的掻破の発現様式を示した（Fig. 2-1-2c）．  
 
 
ig. 2-1-2. Changes in the scratching pattern during cohabitation in the Conv-NC/Nga and 
g pattern after 1 week of cohabitation (a), after 4 weeks of cohabitation (b) 
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F
Conv-BALB/c mice.  
Representative scratchin
in Conv-NC/Nga mice and after 4 weeks of cohabitation in Conv-BALB/c mice (c). Each bar 
represents the number of scratching beats per 5 min.   
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マウス皮膚への機械的掻破負荷による掻破行動への影響 
掻破をすることにより掻痒が抑制されるかどうかを検討するため，掻破行動を示す
Conv-BALB/c 及び Conv-NC/Nga マウスに人為的に機械的掻破を負荷し，掻破行動への影響
を検討した．掻痒誘導4週間後のConv-BALB/cマウスの掻破行動を24時間測定した後（Pre），
背部皮膚に 10 回または 30 回の機械的掻破を負荷し，その後の 24 時間の掻破行動を測定し
た（Post）．10 回の掻破処置は，直後から 3 時間まで軽度の掻破回数の低下を示したが（Pre
及び Post の 15-18 時までの掻破回数：26.1±6.8 及び 16.5±5.4 回，p=0.0042，Fig.2-1-3a），
24 時間の総掻破回数には影響を与えなかった．一方，30 回の掻破処置は持続的に掻破行動
を抑制し，24 時間の総掻破回数で有意差を示した（Fig.2-1-3 b）．それに対して Conv-NC/Nga
マウスでは，30 回の機械的掻破処置を行っても掻破回数は減少しなかった（Fig.2-1-3c）．し
かし，0.1% PGD2 の塗布により掻破回数は減少した（Fig.2-1-3d）． 
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 ig. 2-1-3. Effects of mechanical-scratching and PGD2 on the spontaneous scratching behavior 
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in Conv-BALB/c and Conv-NC/Nga mice.  
The number of spontaneous scratching behavio
by that for the next 24 h after 10 times mechanical-scratching (a) or 30 times mechanical-scratching 
(b) in Conv-BALB/c mice, or 30 times mechanical-scratching (c) or 0.1% PGD2 application (d) in 
Conv-NC/Nga mice (●:Post). ↓:Application of 0.1% PGD2. Left: Data represent scratching counts 
every hour on the hour. Right: Total scratching counts per 24 h pre- and post- application. 
***P<0.001, *P<0.05 as compared with the Pre value (paired Student’s t-test).   
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マウス皮膚への機械的掻破負荷による皮膚バリア破壊 
NC/Nga マウスは，掻痒誘導処置に対して，BALB/c マウスに比較して高い反応性を示し，
その掻破行動は機械的掻破を負荷しても抑制されなかった．この反応性の差異について，
両系統のマウスの皮膚 PGD2 産生能に注目して比較検討した．本間らは，マウス皮膚に人為
的な掻破を負荷することにより，PG が産生されることを報告している(52)．そこで，4 週間
の誘導処置を行ったマウスと誘導処置を行わなかったマウスに，機械的掻破を負荷して PG
産生量を測定し，皮膚における PGD2 産生量と掻破行動及び皮膚バリア破壊との関係を検討
した．SPF-NC/Nga 及び SPF-BALB/c マウスにおいて，TEWL は負荷した機械的掻破の回数
に応じて増加した．一方，4 週間の誘導処置後の TEWL 値は，Conv-NC/Nga 及び Conv-BALB/c
マウスでいずれも SPF マウスより高値を示した（Fig. 2-1-4a, -5a）．Conv-NC/Nga マウスの
TEWL 値は，SPF-NC/Nga マウスに 20 回の機械的刺激を負荷した場合と同程度であった（Fig. 
2-1-4a）．一方，Conv-BALB/c マウスの TEWL 値は SPF-BALB/c マウスに 10 回の機械的掻破
を負荷した場合より低い値であった（Fig. 2-1-5a）．このことは，Fig. 2-1-1 で示したように，
掻痒誘導処置4週間後のNC/Ngaマウスの掻破回数がBALB/cマウスより高いことと一致し，
掻破行動を誘導したマウスでは，処置期間中のマウス自身の掻破により皮膚バリア機能が
低下することを示している． 
 
NC/Ngaマウス皮膚への機械的掻破負荷による皮膚PG産生量 
次に機械的掻破負荷による PGs 産生について検討した．SPF-NC/Nga マウスにおいては，
機械的掻破により PGD2，PGE2，PGF2α及び PGI2 産生が掻破回数の増加に応じて増加した．
Conv-NC/Nga マウスでは，機械的掻破負荷前の皮膚 PGE2，PGF2α及び PGI2量は SPF-NC/Nga
マウスに比較して有意に高く，その産生量は，SPF-NC/Nga マウスに 10～30 回の機械的掻
破を行った場合と同程度であった．また，30 回までの機械的掻破による PGF2α及び PGI2産
生量は SPF-NC/Nga マウスより多いか同程度であった（Fig. 2-1-4d, e）．また PGE2 産生量は，
20 回の掻破までは SPF-BALB/c マウスより多いか同程度であったが，30 回の掻破では産生
量が低下しており，強い掻破刺激に対する最大反応は低下していることが示唆された（Fig. 
2-1-4c）．一方，Conv-NC/Nga の機械的掻破負荷前の皮膚 PGD2 量は，SPF-NC/Nga マウスと
差がなく，PGE2，PGF2α及び PGI2 とは異なり，掻痒誘導処置による PGD2 産生量増加は認め
られなかった．また，全ての掻破負荷条件において，PGD2 産生量は SPF-NC/Nga マウスよ
り有意に低い値を示した（Fig. 2-1-4b）．以上の結果より，Conv-NC/Nga マウスでは，掻痒
誘導処置の結果，PGD2 産生能が特異的に低下することが判明した． 
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BALB/c マウス皮膚への機械的掻破負荷による皮膚 PG 産生量 
BALB/c マウスにおける機械的掻破による PG 産生を同様に検討した．SPF-BALB/c マウ
スにおいては，機械的掻破により PGD2，PGE2，PGF2α及び PGI2 産生が掻破回数の増加に応
じて増加した(Fig. 2-1-5b-e)．Conv-BALB/c マウスでは，Conv-NC/Nga マウスと同様に，機
械的掻破負荷前の皮膚 PGE2，PGF2α及び PGI2 量は SPF-BALB/ｃマウスに比較して有意に高
く，その産生量は，SPF-BALB/c マウスに 5～20 回の機械的掻破を負荷した場合と同程度で
あった．また，30 回までの機械的掻破による PGE2，PGF2α及び PGI2 産生量は，SPF-NC/Nga
マウスより多いか同程度であった（Fig. 2-1-5c, d, e）．一方，Conv-BALB/c マウスの皮膚 PGD2
量は，SPF-BALB/c と同程度であった．また，機械的掻破負荷による PGD2 産生は SPF-NC/Nga
マウスと同程度であった（Fig. 2-1-5b）．以上，Conv-BALB/c マウスでは，Conv-NC/Nga と
は異なり，掻痒誘導処置後の PGD2 産生能の低下はみられなかった．  
 
NC/Nga 及び BALB/c マウスにおける COX 及び皮膚 PGD2 産生酵素の発現（Western blotting） 
 Conv-NC/NgaマウスにおけるPGD2産生量減少の原因を明らかにする目的で，皮膚のCOX
及び PGD2 産生酵素（hPGDS）の発現量を測定した．4 週間掻痒誘導処置後の Conv-NC/Nga
及びConv-BALB/cマウスとそれぞれのSPF対照マウスの皮膚で，COX-1，COX-2及び hPGDS
のタンパク発現を Western blotting により解析した．Conv-NC/Nga マウスでは，SPF-NC/Nga
の発現量は増加した．一方，
C
マウスと比較して hPGDS と COX-1 の発現量が低下し，COX-2
onv-BALB/c マウスでは，COX-1，COX-2 及び hPGDS の発現量は SPF-BALB/c マウスと差
がなかった（Fig. 2-1-6）． 
 
NC/Nga 及び BALB/c マウスにおける COX 及び皮膚 PGD2 産生酵素の発現（免疫組織化学） 
 免疫組織化学法により，皮膚の COX 及び hPGDS の発現を解析した．NC/Nga マウスでは，
4 週間の掻痒誘導処置後に炎症性細胞浸潤や痂皮形成、表皮肥厚を示した（Fig. 2-1-7b, d）．
COX-1 は表皮ケラチノサイト及び樹状細胞に発現したが，掻痒誘導処置後にその発現は明
らかに低下した（Fig. 2-1-7a, b）．COX-2 については，明瞭な染色性が得られなかった（data 
not shown）．hPGDS は，表皮中の樹状細胞が強陽性反応を示し，ケラチノサイトも弱陽性反
応を示した（Fig. 2-1-7c）．掻痒誘導後の皮膚では，表皮が損傷し，痂皮が形成されている部
位では陽性細胞が存在しなかった．表皮の肥厚した部位に存在する樹状細胞は強陽性反応
を示したが，表皮における樹状細胞数は掻痒誘導前に比べて減少した（Fig. 2-1-7d）．一方，
BALB/c マウスでは，掻痒誘導後に軽度な表皮肥厚と炎症性細胞浸潤を示した（Fig. 2-1-7f, h）．
COX-1 は表皮に点在性に陽性細胞が存在し，掻痒誘導処置後に表皮全体が陽性となった（Fig. 
2-1-7e, f）．hPGDS は，表皮中の樹状細胞が強陽性反応を示し，ケラチノサイトも弱陽性反
応を示した（Fig. 2-1-7g）．掻痒誘導後には ケラチノサイトにおける反応性がわずかに強く
なった（Fig. 2-1-7h）．以上，NC/Nga マウスでは，掻痒誘導処置により表皮の COX-1 及び
hPGDS 発現量が減少することが免疫組織学的解析によっても明らかになった． 
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Fig. 2-1-4. Effect of mechanical-scratching on the cutaneous prostaglandin levels and skin 
damage in NC/Nga mice.  
After the 4 week-cohabitation periods, mechanical scratching was loaded on the shaven dorsal skin 
of the mice (0, 5, 10, 20 and 30 times). Ten min later, the TEWL were measured and skin specimens 
were obtained for measurement of the contents of each type of PG. Each value represents the means± 
S.E.M. from 6 mice. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 as compared with the values obtained without 
scratch loading. ###P<0.001, ##P<0.01 as compared with the values in the SPF mice. 
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Fig. 2-1-5. Effect of mechanical-scratching on the cutaneous prostaglandin levels and skin 
damage in BALB/c mice.  
After the 4 week-cohabitation periods, mechanical scratching was loaded on the shaven dorsal skin 
of the mice (0, 5, 10, 20, 30 times). Ten min later, the TEWL were measured and skin specimens 
were obtained for measurement of the contents of each type of PG. Each value represents the means± 
S.E.M. from 6 mice. ***P<0.001, **P<0.01, *P<0.05 as compared with the values obtained without 
scratch loading. ###P<0.001, ##P<0.01, #P<0.05 as compared with the values in the SPF mice. 
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Fig. 2-1-6. Western-blot analysis of COX-1, COX-2 and hPGDS protein expression in the skin 
of the SPF- and Conv-NC/Nga, and SPF- and Conv-BALB/c mice. 
ce. 
Skin specimens were obtained 4 weeks after the start of the cohabitation. COX-1, COX-2 and 
hPGDS protein expression in the skin was analyzed by Western blotting. (a) NC/Nga mice, (b)  
BALB/c mice. Quantification of enzyme expression using a densitometer was normalized to β-Actin. 
(○) represents the values of each sample, and (●) represents the means±S.E.M. from 6 mice. 
**P<0.01, NS; no significant difference, as compared with the values in the respective SPF mi
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Fig. 2-1-7. Immunohistochemical analysis of COX-1, COX-2, and hPGDS expression in the 
skin of the SPF- and Conv-NC/Nga, and SPF- and Conv-BALB/c mice. 
Skin specimens were obtained 4 weeks after the start of the cohabitation. COX-1 and hPGDS protein 
expression in the skin was analyzed by immunohistchemical analysis. Scale bar = 100 μm. 
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考察 
皮膚炎発症 NC/Nga マウスとの同居飼育による掻痒誘導処置により，NC/Nga 及び BALB/c
系統のマウスで，掻破回数及び TEWL が増加した．掻破回数，TEWL 及び皮膚炎スコア
いずれの指標でも NC/Nga マウスは BALB/c マウスより高値を示し，NC/Nga マウスは掻
誘導処置に対する感受性が高いことが示された（Fig. 2-1-1）．また 4 週間の誘導処置によ
，BALB/c マウスは断続的な掻破を発現するが，NC/Nga マウスは途切れのない連続的な
破行動を示した（Fig. 2-1-2）．この掻破様式から，BALB/c マウスでは掻破によって掻痒
消失するが，NC/Ngaマウスでは掻破をしても掻痒が消失しない可能性が考えられたため，
痒誘導処置により発現する掻破行動に対し，爪による掻破を人為的に再現した機械的掻
を負荷し，掻破行動に対する影響を検討した． 
掻痒誘導後の BALB/c マウスに 10 回または 30 回の機械的掻破処置を行い，掻破回数を測
したところ，10 回の掻破処置により処置後 3 時間の掻破回数が減少し，30 回の掻破処置
より約 6 時間に渡って掻破行動が減少し，掻破回数に依存して強い掻痒抑制作用が現れ
．我々は，掻破によって掻痒が消失することを経験的に認識しているが，本研究は，動
モデルにおいてこの現象を初めて定量的に確認したものである．一方，掻痒誘導後の
C/Nga マウスでは，30 回の機械的掻破処置を行っても，掻破回数は減少しなかったが，0.1% 
GD2 の塗布により有意に減少した．この結果より，BALB/c マウスでは，掻破により PGD2
産生されて掻破行動を抑制する調節機構が作動するため，一定量以上の掻破行動は発現
ないが，NC/Nga マウスでは，掻破による PGD2 産生系が障害され，掻破行動を抑制する
節機構が作動しないため，継続的な掻破が発現すると考えられた．また，PGD2 の受容体
合後の反応には障害はないことが示唆された．  
そこで，掻痒発現の感受性を，掻痒抑制物質の産生量との関係から考察する目的で，
C/Nga マウスと BALB/c マウスの PGD2 産生能を比較した．本間らは機械的掻破負荷モデ
において，掻破により PG の産生が誘導されることを示した(52)．本研究でも，機械的掻
を負荷した SPF-NC/Nga 及び SPF-BALB/c マウスでは，PGD2，PGE2，PGF2α，PGI2 産生及
TEWL が掻破回数に応じて増加した．掻痒誘導後の NC/Nga マウスでは，皮膚中の PGE2，
GF2α及び PGI2 量は非誘導マウスに比較して有意に高かったが，PGD2 量は非誘導マウスと
程度であった．NC/Nga マウスに掻痒誘導処置を行うと，自発的掻破行動と TEWL が有意
増加することから，PG 産生能に変化がなければ 4 種の皮膚 PG 量はすべて増加するはず
ある．4 週誘導後の PGD2 量が非誘導マウスのレベルと比較して増加していないことは，
導期間中に NC/Nga マウスの皮膚 PGD2 産生系の機能が低下する何らかの障害が起きてい
し，20 回までの機械
は，全
ての掻破処置条件で非誘導 NC/Nga マウスより有意に低下した．この結果は，掻痒誘導処置
両
の
痒
り
掻
が
掻
破
定
に
た
物
N
P
が
し
調
結
N
ル
破
び
P
同
に
で
誘
ることを示唆している．次に，掻痒誘導後の NC/Nga マウスに機械的掻破処置を行った場合，
30 回の掻破処置に対する PG 産生は低下する傾向が認められた．しか
的掻破処置で誘導される PGE2，PGF2α及び PGI2 産生量は非誘導 NC/Nga マウスより高いか
同程度であった．これとは対照的に，機械的掻破処置により誘導される PGD2 産生量
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により NC/Nga マウスの PGD2 産生能だけが選択的に低下することを示す．一方，BALB/c
マ
を明らかにするため，皮膚の PGD2産生
酵
痒誘導後に減少し，BALB/c マウスで
は
ウスは，機械的掻破処置により誘導される PGD2，PGE2，PGF2α及び PGI2 産生が，掻痒誘
導処置後に増加する傾向が認められ，PGD2 産生能の低下は認められなかった．以上，掻痒
誘導処置に対する感受性の異なるマウスのPG産生能を比較した結果，感受性の高いNC/Nga
マウスで PGD2 産生能が低下していることが判明した．アトピー性皮膚炎患者皮膚では，
PGE2 が健常人の皮膚よりも多い(75)が，PGD2 は検出限界以下であることが報告されている
(76)．このことは，NC/Nga マウスの皮膚において，PGE2 は掻痒誘導後に増加しているのに
対し，PGD2 は減少していることと一致しており，アトピー性皮膚炎患者においても PGD2
産生能が選択的に低下している可能性があるものと考えられた． 
次に NC/Nga マウスで PGD2 産生が低下する原因
素の発現を Western blotting により測定した．機械的掻破による皮膚への物理的刺激は，
ホスホリパーゼ A2（PLA2）の活性化を介して膜リン脂質から大量のアラキドン酸（AA）を
供給し，シクロオキシゲナーゼ（COX）と各 PG に特異的な合成酵素により PG の合成が誘
導されると考えられる．ヘアレスマウスの皮膚ホモジネートに基質である PGH2 を添加し，
PGD2，PGE2，PGF2αの産生を測定した実験では，PGD2，PGE2 が多く産生されることが報告
されている(73)．PGD2 合成酵素は造血器型 PGDS（hPGDS）とリポカリン型（LPGDS）の 2
種類が同定されている．どちらの PGDS も皮膚組織での発現が報告されている(77, 78)が，
著者らは RT-PCR 解析によりマウス皮膚では hPGDS が主に発現することを確認している．
また，掻破による PGD2 産生は主に COX-1 の活性に依存することが報告されていること(79)
から，本研究では，COX-1，COX-2 及び hPGDS の発現について検討した．その結果，hPGDS
及び COX-1 タンパクの発現は，NC/Nga マウスでは掻
掻痒誘導前後で差はなかった．次に，免疫染色法により各酵素の発現細胞の解析を行っ
た．皮膚における COX-1 の発現細胞はランゲルハンス細胞とケラチノサイトであり，hPGDS
発現細胞は classⅡ陽性のランゲルハンス細胞であると報告されている(77)．我々の検討でも
ケラチノサイトと樹状細胞に発現が認められたことから，表皮中の COX-1 発現樹状細胞は
ランゲルハンス細胞であると考えられた．掻痒誘導処置により，NC/Nga マウスでは表皮が
剥離して COX-1 及び hPGDS を発現するケラチノサイトとランゲルハンス細胞が除去され
た．また，肥厚した表皮部分におけるケラチノサイトでは COX-1 及び hPGDS 発現が減少
した．ランゲルハンス細胞の COX-1 及び hPGDS 発現は変わらないかやや増強傾向にあっ
たが，表皮に存在するランゲルハンス細胞数は減少した．すなわち，COX-1 及び hPGDS の
発現は，ケラチノサイトにおいてその発現量が減少すること，表皮が削り取られることに
より発現細胞が除去されること，発現細胞であるランゲルハンス細胞が表皮から消失する
ことによりその総量が減少することが示された．一方，BALB/c マウスでは，掻痒誘導処置
により COX-1 及び hPGDS の発現量は増加した．ランゲルハンス細胞は，経皮的に侵入し
た抗原を取り込み，所属リンパ節に移動して，抗原提示を行うことが知られている(80)．こ
の成熟化と呼ばれる過程において，細胞表面抗原発現パターン，サイトカイン産生能など
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が変化するが，今回認められた hPGDS 発現増加も成熟化に伴う変化である可能性が考えら
れた．ランゲルハンス細胞の活性化によるリンパ節への移動は，T 細胞へ抗原提示を行うこ
とで免疫反応を開始するだけでなく，表皮の PGD2 産生細胞数が減少して皮膚での PGD2 産
生が低下し，掻痒抑制機構が破綻するという意味からも，皮膚炎の悪化に関与すると考え
られた．掻痒誘導刺激によるケラチノサイトやランゲルハンス細胞の COX-1 及び hPGDS
発現の変化がどのような機序によるものかは大変興味深い課題であり，今後解析を実施し
たい．  
マウスの皮膚における PGD2 量は，UVB 照射や機械的掻破刺激により増加し，機械的掻
破により傷害された皮膚バリア機能の修復を促進することが報告されている(52)．これまで
PGD2 の皮膚における生理作用は明らかではなかったが，本研究の結果より，掻破により掻
痒を抑えると共に，掻破による皮膚の損傷を修復する生理機構が存在し，PGD2 がこれに関
与する可能性が示唆された． 
PGD2 の掻痒抑制作用における分子機構は未だ不明な部分が多い．痛みが痒みを抑制する
ことは良く知られており，PGD2 が脊髄レベルで痛みを増強することが報告されているが
(81)，PGD2 が生体内では代謝を受けやすく不安定であることから，塗布した PGD2 が脊髄レ
ベルで作用することは考えにくく，PGD2 の掻痒抑制作用は末梢に作用点があると考えてい
る．PGD2 は，DP1 受容体を介して睡眠，痛み等に，DP2 受容体を介してアレルギー反応等
に関与し，PGD2 の代謝物である 15-deoxy-delta(12,14)-PGJ2 は PPARγを介して抗炎症作用，
アポトーシス誘導作用を示すことが報告されている(82, 83)．新井らはこれらのアゴニスト
を用いた実験から，PGD2 の掻痒抑制作用は DP1 受容体を介することを示している(50)．ま
た，皮膚においては，表皮ケラチノサイトとランゲルハンス細胞に DP1 受容体が発現して
いることを確認しているが，皮膚の知覚神経に DP1 受容体が発現しているかどうかは明ら
かではない．PGD2 の掻痒抑制作用が，知覚神経を直接抑制する作用によるものか，皮膚の
DP1 受容体発現細胞を介して二次的に作用しているものかについては，現在解析中である．  
第一章では，NC/Nga マウスにおいて，掻痒誘導処置により IL-31 が掻痒誘導因子として
関与することを示した．一方，第二章の本節では，NC/Nga マウスにおいて PGD2 が掻痒抑
制因子として関与することを示した．NC/Nga マウスにおける掻痒の発現とそれに続く過剰
な掻破行動は，掻痒誘導因子と掻痒抑制因子のバランスの破綻に起因するものと考えられ
た．本研究では，IL-31 と PGD2 との直接的な関係については未検討である．PGD2 が IL-31
により誘発される掻痒を抑制する可能性も十分に考えられ，今後の研究課題として重要と
考えている．  
以上本節では，掻痒誘導時の BALB/c マウス皮膚では，掻破により掻痒が抑制されるが，
NC/Nga マウスでは掻痒が消失しないことを示し，この原因が掻破によって皮膚で産生され
る PGD2 量の差異によることを示した．NC/Nga マウスの皮膚炎発症は，PGD2 による掻痒抑
制機構の破綻を起因とした傷害であり，その病態の類似性からアトピー性皮膚炎患者の掻
痒及び皮膚炎においても，同様の発症機序が関与する可能性が考えられた． 
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第二章・第 2 節 新規 prostanoid DP1 受容体作動薬（TS-022）のアト
ピー性皮膚炎治療薬としての可能性
2
2 が，
 
 
第二章・第 1 節の結果より，皮膚において PGD が抑制性の掻痒調節物質として機能する
生理機構の存在を示唆した．すなわち，掻破行動によって産生された PGD 掻痒を消失
させて過度の掻破行動を抑制し，皮膚損傷を防ぐ生体の恒常性維持機構である．ところが，
アトピー性皮膚炎モデルとして知られる NC/Nga マウス自然発症皮膚炎モデルでは，PGD
産生系の障害により内因性の 産生量が減少し，掻破行動が持続して皮膚炎の発症に至
るものと考えられた．このアトピー性皮膚炎における皮膚炎増悪の悪循環を止
もしくはDP1受容体作動薬を外因的に補充することが最も有効な治療法であると考え
られた．そこで掻痒抑制作用を有するアトピー性皮膚炎治療薬の創出を目指してスクリー
ニングを行い，PGD の 9 位への塩素分子の導入により化学的安定性が向上し，13,14 位の
三重結合により DP1 受容体結合選択性を獲得した新規 DP1 受容体作動薬である
TS-022:{4-[(1R, 2S, 3R, 5R)-5-Chloro-2- ((S)-3-cyclohexyl-3-hydroxyprop-1-ynyl)-3- hydroxy 
p utylthio} acetic acid monohydrate を見出した．そして化学的に安定な 受容体
選択的作動薬である TS-022 の NC/N 然発症皮膚炎に対する掻痒抑制作用及び皮
膚炎治療作用を検討し，掻痒を標的とした新しいアトピー性皮膚炎治療薬としての開発の
可能性を考察した．  
 
材料と方法 
使用動物
2
PGD2
めるには，
PGD2
2
cyclo entyl] b DP1
ga マウス自
 
13～15 週齢の雄性クリーン NC/Nga マウス及び 性 SPF BALB/c マウスを日本エ
スエルシー株式会社より購入した．クリーン NC/Nga マウスは 1～2 週間の予備飼育後，皮
1 節の方法に従って
行った．  
 
使用薬物
6 週齢の雄
膚炎発症状態の良い動物を選んで実験に使用した．飼育は第一章・第
 
TS-022: {4-[(1R, 2S, 3R, 5R)-5-Chloro-2- ((S)-3-cyclohexyl-3-hydroxyprop-1-ynyl)-3- hydroxy 
cyclopentyl] butylthi etic onohydrate は大正製薬で合成した（Fig. 2-2-1
（FK-506,アステラス製薬），dexamethasone（和光純薬），indomethacin（Sigma），BW A868C 
(Cayman Chem ical) は ethanol（国産化学）に溶解し，吻側背部皮膚に塗布した．マウス
脾細胞を用いた検討においては， 868C，dexamethasone，FK-506，及び concanavarin A
ch）は RPMI-1640 medium（Invitrogen）に溶解した． 
 
 
 
o} ac  acid m ）．Tacrolimus 
m
BW A
（Sigma-aldri
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Fig.2-2-1 The chemical structure of TS-022 C20H31ClO4S・H2O, MW: 420.99 
 
ADP によるヒト血小板凝集反応 
健常人よりクエン酸採血を行い，208g で 10 分間遠心分離して platelet-rich plasma （PRP）
を，1870g で 10 分間遠心分離して platelet-poor plasma (PPP)を得た．PRP の血小板数が 30×
10  platelets/μl になるように PPP で希釈した．血小板凝集測定は，aggregometer (PAM-8C: MC 
Medical, Inc.) と AGGREPACK (ARKRAY Inc.)を用い，turbidimetric 法 (84) により行った．
用量反応試験においては，PRP (274 μl)に溶媒または薬物(1 μl)を添加して，37 °C で 3 分間
インキュベーションした後，凝集誘導剤(25 μl) を添加した．拮抗試験においては，PRP (273 
μl)に DP1 受容体拮抗薬（BW A868C, 1 μl）を添加して，37 °C で 3 分間インキュベーショ
ンし，溶媒または薬物(1
4
 μl)を添加してさらに 3 分間インキュベーションした後，凝集誘導
(25 μl) を添加した．凝集反応は，3 μM ADP (AGGREPACK, ARKRAY Inc.)を添加 5 分以内
する割合で示した．  
掻
剤
の最大反応に対
 
破行動の測定 
掻破行動の測定は，第一章・第１節の方法に従って行った．掻破行動持続時間が 1.5 秒
以上持続したものを１回の掻破行動として測定し，1 日（24 時間）あたりの総掻破回数と
して示した．薬物の作用は，24 時間掻破行動を測定した後（Pre），溶媒（ethanol），TS-022 
0.25 – 250 nM）， FK-506 （12.5– 1250 μM） または dexamethasone （250 – 25,000 μM）
に 0.2ml 塗布してさらに 24 時間の掻破行動を測定した（Post）．BW A868C によ
る
TEWL の測定
（
を吻側背部
拮抗試験では，TS-022（0.25 μM）と BW A868C（0.25, 2.5 及び 25 μM） を同時に背部皮
膚に塗布して同様に測定した．掻痒抑制活性は，以下の数式で示される掻破行動の抑制率
で表した．  
抑制率 （％）=  (Pre－Post)×100/ Pre 
Pre：薬物塗布前の 24 時間の掻破回数，Post：薬物塗布後の 24 時間の掻破回数 
  
 
マウス背部の TEWL の測定は，第一章・第１節の方法に従い，TEWL 測定装置を用いて行
った． 
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ワイヤブラシを用いた機械的掻破処置 
ジエチルエーテル麻酔下，BALB/c マウスの背部を電気バリカンで除毛（約 2 cm×2 cm）
した後，除毛部分をワイヤブラシ（パオックコーポレーション，SCW-005P，ワイヤ径：Φ
0.175 mm，長さ：15 mm）を用い，60±10 g/cm2 の強さで TEWL が 20 g/m2/h になるように
掻破した．内因性の PG 産生を抑制するために，掻破負荷の直後に indomethacin （0.1 %）
0.1 ml を吻側背部に塗布した．さらに溶媒（ethanol），TS-022（0.25 – 250 nM）， FK-506 
（12.5-1250 μM） または dexamethasone（250 – 25,000 μM）を 1 日 1 回，2 日間背部皮膚に
塗布した．BW A868C による拮抗試験では，TS-022（0.25 μM）と BW A868C （0.25, 2.5 及
び 24 時間後に
EWL を測定した．薬物塗布によるバリア機能の回復に対する作用は，以下の計算式によ
回
25 μM） を同時に 1 日 1 回，2 日間背部皮膚に塗布した．2 回目の薬物塗布
T
り算出した． 
復率 （％）＝（TEWL（機械的掻破直後）－TEWL（最終薬物塗布 24 時間後））×100 / 
（TEWL（機械的掻破直後）－TEWL（無処置）） 
 
 自然発症皮膚炎に対する治療作用の評価 
皮膚炎を発症した NC/Nga マウスは，16 週齢の時点で無処置群，ethanol（Vehicle）群，
TS-022（0.25 mM，0.01 w/v%）群及び FK-506 （1.25 mM，0.1 w/v%)群の 4 群に分けた．
薬物は 0.2 ml を吻側背部に 1 日 1 回，6 週間塗布した．皮膚炎スコアの測定は，第一章・第
１節に従って分類及びスコア化し，その合計を皮膚炎スコアとした． 
 
組織学的解析 
 部皮膚の皮膚炎に対する組織学的治療効果は，hematoxykin-eosin（HE）染色により解
背部皮膚を採取し，10%中性緩衝ホルマリン（和光純薬）にて固定後，パ
ラ
背
析した．マウスの
フィンブロックを作製した．3～4 μm の切片を作製し，HE 染色を行った．  
 
脾細胞からの IFN-γ及び IL-4 産生 
 BALB/c マウスの脾細胞を調製し(85)，塩化アンモニウム溶液による溶血処理後，10%FBS，
L-glutamine （0.29 mg/ml），2-mercaptoethanol （0.55 mM），penicillin （100 U/ml）及び
streptomycin （100  μg/ml）（GIBCO）を含む RPMI-1640 培地に懸濁した．脾細胞（5×10
cells/ml）を concanavalin A（5 μg/ml）で刺激後 24 時間培養し，培養上清の IFN-γ及び IL-4
産生量を ELIS
6 
A（OPTEIATM MOUSE IL-4 SET, OPTEIATM MOUSE IFN-γ SET，Pharmingen）
に 算式で算出される各サイトカイン産生抑制率で
示
抑制率 （％）＝ （（溶媒－薬物）/（溶媒－無刺激））×100 
て測定した．免疫抑制活性は，以下の計
した． 
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統計 
 データは平均値±標準誤差で示した．血小板凝集に対する IC50 値は，6 人のボランティア
からの試験で得られた 4 parameter logistic concentration-response curve より算出した．血小板
凝集に対する拮抗試験においては，two-way ANOVA による分散分析を行い，Student の t-検
定または Dunnet 検定を行った（有意水準 5%）．NC/Nga マウスの自発的掻破行動，皮膚バ
リア機能回復に対する作用は，Bartlett の検定の後，Dunnet 検定を行うか，F 検定による分
散分析の後，Welch の t-検定を行った（有意水準 5%）．皮膚炎スコアについては，データを
メジアン±四分位偏差で示し，Wilcoxon 検定を行った（有意水準 5%）．  
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結果 
ADP によるヒト血小板凝集に対する TS-022 及び PGD2 の作用 
 TS-022 は，PGD2 と同様に ADP（3 μM）による血小板凝集を用量依存的に抑制した．そ
れぞれの IC50 値（95%信頼区間）は，TS-022 が 7.0 nM（3.3-14.9），及び PGD2 が 19.2 nM
（8.1-45.4）であった（Fig. 2-2-2a）．また，287 nM の TS-022 または 300 nM の PGD2 による
血小板凝集抑制作用は，DP1 受容体拮抗剤である BW A868C のそれぞれ 0.1 μM または 0.3 
μM 以上の濃度で抑制された．しかし，BW A868C による凝集抑制の解除は，約 50%にとど
まり，これは，BW A868C の partial agonist 活性によるものと考えられた（Fig. 2-2-2b）（86）．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-2-2 Effects of TS-022 and PGD2 on human platelet aggregation induced by ADP 
(a) After pre-incubation of PRP with each drug or its vehicle at 37 °C for 3 min while stirring, 3 μM 
ADP was added. (b) After pre-incubation of PRP with BW A868C or its vehicle at 37 °C for 3 min 
while stirring, and then with each drug or its vehicle at 37 °C for 3 min while stirring, 3 μM ADP 
was added. Each data represents the means±S.E.M. for 6 volunteers. **P<0.01 and ***P<0.001 as 
compared with the values without BW A868C.  
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皮膚炎発症 NC/Nga マウスにおける自発的掻破行動に対する TS-022，FK506 及び
dexamethasone の作用 
 NC/Nga マウスの自発的掻破行動に対し，溶媒である ethanol （0.2 ml）の塗布は影響を与
えず，溶媒塗布群における掻破行動の抑制率は-0.4±15.6%であった．0.25，2.5，25 及び 250 
nM の TS-022 の塗布による掻破行動の抑制率はそれぞれ 4.4±10.5，28.1±8.8，35.9±14.7，
39.7 ±8.2 %であった（Fig. 2-2-3a）．PGD2 は，250nM から 25μM の濃度で掻破行動を抑制
したことから，TS-022 は，掻破行動抑制作用が TS-022 の約 1000 倍強いことが示された．
一方，FK-506 及び dexamethasone はそれぞれ 125 μM 及び 25 mM の濃度で掻破行動を抑制
した．以上，掻痒抑制作用の強さは，TS-022>PGD2>FK-506>dexamethasone の順であった（Fig. 
-2-3a）．BW A868C は partial agonist 活性により高用量（250 μM）で掻破行動抑制作用を示
，2.5，25 及び 250 μM での BW A868C の掻破行動の抑制率は，それぞれ 9.4±14.4，17.7
16.9，32.4±6.7%であった．そこで，TS-022 の掻痒抑制作用に対する BW A868C の拮抗
用を評価するために，BW A868C の濃度を，それ自身が掻痒抑制作用を示さない 0.25-25 
M として検討した．0.25 μM の TS-022 による掻痒抑制作用は，BW A868C（0.25-25 μM）
同時に塗布することにより用量依存的に減弱した（Fig. 2-2-3b）． 
) Inhibition % of spontaneous scratching in NC/Nga mice by TS-022, FK-506 or dexamethasone. 
TS-022 (0.25-250 nM), PGD2 (250nM-25μM)，FK-506 (12.5-1250 μM), or dexamethasone 
(250-25000 μM) was topically applied to NC/Nga mice. (b) Antagonistic effects of BW A868C on 
antipruritic activity of TS-022. TS-022 (0.25 μM), BW A868C (25 μM) or TS-022 plus BW A868C 
(0.25, 2.5 and 25 μM) were topically applied to NC/Nga mice. Each data represents the 
means±S.E.M. from 8 mice. ### P<0.001 as compared with the values in vehicle-treated group. 
*P<0.05 as compared with the values in TS-022-treated group (Student’s t-test).  
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Fig. 2-2-3 Effects of topically applied TS-022, FK-506 and dexamethasone on spontaneous 
scratching in skin-lesioned NC/Nga mice 
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機械的掻破による皮膚バリア修復に対する TS-022，FK506 及び dexamethasone の作用 
cin 処理後の機械的掻破処置による皮膚バリア修復を促進することが
eans±S.E.M. from 8 
ice. P<0.001 as compared with the values in vehicle-treated group, **P<0.001 as compared with 
the values in TS-022-treated group (Student’s t-test). 
 PGD2 は，indometha
報告されている（52）．そこで，TS-022，FK-506 及び dexamethasone の BALB/c マウス皮膚
バリア機能修復に対する作用を検討した．day0 に機械的掻破処置を行い，TEWL を 20 g/m2/h
とした．その後，TEWL 値は徐々に低下し，day4 にほぼ処置前値に戻った．TS-022 塗布群
では，溶媒塗布群に比較して TEWL がより早く回復した．day2 の溶媒群における回復率は
17.8±7.1%であったのに対し，TS-022 の 0.25，2.5，25 及び 250 nM 塗布群では，それぞれ
14.7±7.3，26.0±7.2，35.9±7.2 及び 45.0±6.9%であった（Fig. 2-2-4a）．FK-506（12.5-1250 μM）
及び dexamethasone（250-25000 μM）はバリア修復に対して作用しなかった．NC/Nga マウ
スの自発的掻破行動と同様に，BW A868C は高用量（250 μM）でバリア修復促進作用を示
し，2.5，25 及び 250 μM での BW A868C のバリア機能の回復率は，それぞれ 10.4±6.9，15.6
±7.0 及び 26.9±6.7 %であった．そこで，TS-022 のバリア修復促進作用に対する BW A868C
の拮抗作用は，BWA868C 自身がバリア修復作用を示さない 0.25-25 μM で検討した．0.25 μM
の TS-022 によるバリア修復作用は，BW A868C（0.25-25 μM）を同時に塗布することにより
用量依存的に減弱した（Fig. 2-2-4b）． 
 
0 20 40
 
Fig. 2-2-4 Effects of topically applied TS-022, FK-506 and dexamethasone on mechanical 
scratching-induced cutaneous barrier disruptions in BALB/c mice 
(a) The recovery % for topically applied TS-022, FK-506 and dexamethasone. TS-022 (0.25-250 
nM), FK-506 (12.5-1250 μM) or dexamethasone (250-25000 μM) was topically applied to BALB/c 
mice. (b) Antagonistic effects of BW A868C on skin barrier recovery by TS-022. Recovery % in 
BALB/c mice by topically applied TS-022 (0.25 μM), BW A868C (25 μM) or TS-022 (0.25 μM) 
plus BW A868C (0.25, 2.5 and 25 μM) were shown. Each data represents the m
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NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎に対する TS-022 及び FK-506 の作用 
皮膚炎スコアがほぼ最大となった 16 週齢の NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎に対する
TS-022 及び FK-506 の作用を検討した．0.25 mM の TS-022 及び 1.25 mM の FK-506 を 1 日 1
回，合計 6 週間塗布することにより，皮膚炎スコアは徐々に低下した（Fig. 2-2-5a）．試験開
始 6 週間では，TS-022 群及び FK-506 群において，皮膚炎スコアが有意に減少した．無処置
群及び溶媒塗布群においては，痂皮形成，表皮の肥厚，潰瘍，炎症細胞の浸潤が認められ
た（Fig. 2-2-5b,c）．一方，TS-022 群及び FK-506 群においては，溶媒塗布群に比較して改善
作用が認められた（Fig. 2-2-5d,e）．以上，6 週間の塗布により，皮膚炎スコア及び組織学的
所見において TS-022 及び FK-506 で有意な治療効果が認められた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2-2-5 Effects of topically applied TS-022 and FK-506 on skin inflammation score of 
NC/Nga mice 
(a) Therapeutic effects on skin inflammation by application of TS-022 or FK-506. TS-022 (0.25 
mM) or FK-506 (1.25 mM) were topically applied to NC/Nga mice, and skin inflammation severity 
was scored once a week until 6 weeks after the start of observations. Each data represents the 
edians±quartile deviations from 10 mice, and statistical analysis was performed using the 
 mice of Non-treatment (b), 
m
nonparametric Wilcoxon’s test. *P<0.05 and **P<0.01 as compared with the values in vehicle-treatd 
group. Histopathology of HE stained skin sections from the NC/Nga
Vehicle (c), TS-022 (d) and FK-506 (e). 
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BALB/c マウス脾細胞の concanavalin A 刺激によるサイトカイン産生に対する TS-022，
FK-506 及び dexamethasone の作用 
マウス脾細胞の concanavalin A（5 μg/ml）刺激による IFN-γ及び IL-４産生量は，それぞれ
34.4±1.8 及び 727.4±53.2 pg/ml であった．TS-022 及び T 細胞抑制活性を持つ FK-506 と
dexamethasone のサイトカイン産生に対する作用を比較した．IFN-γ産生に対しては，TS-022
は低用量では作用を示さず，高用量で促進する傾向を示した（Fig. 2-2-6a）．また，IL-4 産生
に対しては，作用を示さなかった（Fig. 2-2-6b）．一方，FK-506 及び dexamethasone は，低
用量から IFN-γ及び IL-４の産生を強く抑制した．これらの薬剤のサイトカイン産生抑制作
用の強さは，FK-506 >dexamethasone >>TS-022 の順であった．また，FK-506 及び Dex は刺
激 時間後の細胞数を用量依存的に抑制したが，TS-022 は細胞数に影響しなかった（Fig. 
2-2-6c）． 
 
 
Fig 2-2-6. Effects of TS-022, FK-506 or dexamethasone on concanavalin A-induced cytokines 
production and proliferation in splenocytes from BALB/c mice. 
Inhibition % of IFN-γ (a) and IL-4 (b) production and cell number (c) were shown. ○: TS-022, 
△: FK-506, ▲: Dexamethasone. Each data represents the means±S.E.M. from 3 mice.  
24
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考察 
PGD2 は,ヒト皮膚，肺実質及び肥満細胞などで産生され，血管拡張作用，血管透過性亢進
作
O synthase，constitutive NO synthase，phosphodiesterase，adenylcyclase） 及び 6 種
のエイコサノイド産生（PGE2，PGD2，PGI2，thromboxane B2，LTB4 and leukotriene C4）に対
する TS-022 の作用を検討した結果，TS-022 はプロスタノイド DP2 受容体結合活性を示し
たが，その他の受容体には結合活性を示さなかった．また，上記の酵素活性及びエイコサ
ノイド産生に対して作用を示さなかった．TS-022 の DP2 受容体結合試験における IC50 は 1.2 
μ であったが，ADP 凝集抑制活性の IC50が 7.0 nM であり，DP2 受容体結合活性との間に
約 倍の差があったこと，DP2 受容体作動活性はなかったことから，TS-022 は選択的な
DP1 受容体作動薬であると考えられた．第二章・第 1 節より，アトピー性皮膚炎では掻痒
抑制作用及び皮膚バリア修復作用を有する PGD2 産生が低下していることが示唆されたた
め，化学的に安定な DP1 受容体作動薬である TS-022 の掻痒抑制作用，皮膚バリア修復作用
及び皮膚炎治療作用について，現在臨床で用いられているステロイド（dexamethasone）及
びプロトピック（FK-506）を対照薬として比較検討した． 
 井らは，アラキドン酸や PGD2 が NC/Nga マウスの自発的掻破行動を抑制し，
in methacin が掻破行動を増強することから， DP1 受容体を介する PGD2 の新しい生理機能
としての止痒作用を報告した(50)．本研究において，TS-022 は，2.5 nM という低用量から
NC/Nga マウスの自発的掻破行動を抑制し，皮膚バリア修復作用を示した．この濃度は，in 
vitro において血小板凝集抑制作用を示す濃度と同等であった．また，TS-022 の掻痒抑制作
用及び皮膚バリア修復作用は DP1 受容体拮抗剤 BW A868C により拮抗されたことから，こ
れらは DP1 受容体を介した作用であることが示された．前述の結合試験，酵素活性抑制試
験の結果より，掻痒抑制作用は DP1 受容体を介するものであり，掻痒誘発作用の報告され
ている histamine，serotonin，acethylcholine，LTB4に拮抗するものではないことが示された．
TS-022 は，DP2（CRTH2）受容体結合活性も示したが，DP1 受容体結合活性が 200 倍強力
示さないこと(50)から，この
掻
X-1 及び
用，気管支平滑筋収縮作用，粘液分泌亢進作用などを示すことが知られている(87)．ヒト
血小板においては，ADP 等による凝集時に PRP で産生され，adenylcyclase を活性化し，cAMP
濃度を増加させて血小板凝集を抑制する(88)．TS-022 は，ウサギ及びヒト血小板凝集抑制作
用のスクリーニングにより見出された，化学的に安定な新規合成プロスタノイド DP1 受容
体作動薬である．TS-022 は，ADP による血小板凝集を抑制し，その作用が DP1 受容体選択
的拮抗剤 BW A868C で抑制された (89, 90)．さらに，34 種類の受容体結合（プロスタノイ
ド TP，DP2, adenosine，adrenaline，muscarine，nicotin，dopamine，serotonin，histamine，leukotriene 
B4（LTB4）など），その他 8 種類の酵素活性（PLA2，COX-1，COX-2，thromboxane A2 synthetase，
inducible N
M
200
新
do
であること，DP2 受容体結合活性よりも低濃度で掻痒抑制作用を示すこと，DP2 受容体作
動薬の 13,14-dihydro-15-keto-prostaglandin D2 が掻痒抑制作用を
痒抑制作用は DP2 ではなく DP1 受容体を介するものと考えられた．PGD2 は，皮膚への
掻破により産生されること(52)，慢性的な掻破が持続すると産生酵素である CO
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hPGDS の発現が減少して産生能が低下すること(91)，その結果，皮膚炎発症 NC/Nga マウス
に
溶性の色素の皮膚からの吸収が
おいて皮膚 PGD2 量が減少していること(54)などの報告は，TS-022 が NC/Nga マウスの自
発的掻破行動を抑制することを支持するものである．しかし，PGD2 の掻痒抑制における分
子機構については不明であり，今後の検討が必要である．一方，現在アトピー性皮膚炎の
治療に用いられている FK-506 及び dexamethasone も掻痒抑制作用を示したが，効果の発現
にはそれぞれ 125 μM（0.01 w/v%）及び 25 mM（1 w/v%）の濃度を要した．この濃度は，
臨床用量の 10 分の 1（FK-506）または 10 倍 （dexamethasone）であった．本研究で示され
た掻痒抑制作用は，これらの薬剤の薬効に一部関与していると考えられるが，1 nM 以下で
作用を示す in vitro サイトカイン産生抑制作用の濃度とは乖離しており，掻痒抑制作用は少
なくとも免疫抑制作用によるものではないと考えられた． 
また，マウスの掻破を人為的に再現した機械的掻破モデルにおいて，本間らは掻破刺激
に依存して PG が産生されること，0.1%の indomethacin を塗布することにより皮膚バリア修
復が遅延すること，PGD2 塗布により遅延が回復することから，PGD2 が掻破により傷害を
受けた皮膚バリア修復に促進的に作用することを示した(52)．皮膚バリア機能は，一般的に
経皮水分蒸散量（TEWL）として評価されている．アトピー性皮膚炎患者の皮膚は TEWL
の増加を示し，皮膚バリア機能が低下していることが報告されている(92, 93)．TEWL は，
粘着テープにより角層を剥離すると剥離回数に応じて増加し，角層が完全に剥離されると
プラトーに達することから，角層全体としてその機能を担っていることが明らかになって
いる(94)．角層細胞間に存在する細胞間脂質であるセラミドが細胞接着と保水に重要な働き
をしている皮膚バリア機能の本体であると考えられており，数種あるセラミドのサブクラ
スのいずれもアトピー性皮膚炎患者では健常人より低下していることが報告されている
(95)．そのため，アトピー性皮膚炎患者では，水溶性及び脂
健常人の 2 倍以上亢進しており，物理的な刺激や外界からの異物の進入に対する防御機能
が低下している(96)．また，アトピー性皮膚炎患者の皮膚表面には黄色ブドウ球菌の
colonization が頻度高く認められ，アトピー性皮膚炎の合併症であるとびひの原因となって
いるが，角層に存在する，強い抗菌作用を示す sphyngosine や hexadecenoic acid が，アトピ
ー性皮膚炎患者の皮膚で減少していることが示されている(97,95)．このように，アトピー性
皮膚炎では経皮吸収バリア及び抗菌バリアの両方が異常を示し，皮膚炎の発症及び増悪，
合併症の発現に関与すると考えられる．これらの細胞間脂質の減少に関連して，
glucosylceramide deacylase，acid ceramidase などの代謝酵素の発現の変化が報告されている
(98, 99)が，細胞間脂質減少の詳細な機序は明らかになっていない．また現在臨床で使用さ
れている保湿剤は，包み込み効果により皮膚の乾燥とバリア機能の異常を改善するが，バ
リア修復促進作用はないため，効果の持続は乏しく頻回の塗布が必要である．また，抗炎
症作用もないため，ステロイド外用剤などとの併用が必要とされている(1)． 
TS-022 は，掻痒抑制作用を示す 2.5 nM という低用量から，皮膚バリア修復作用を示した．
このことは，掻破行動を抑制するとともに，掻破によって誘導された皮膚バリアの傷害を
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修復する作用を併せ持つことを示すものと考えられる．PGD2 の皮膚バリア修復作用が，ど
のような機序によるものかについては不明であり，細胞間脂質代謝への影響など，今後の
検討が必要である．一方，対照薬の FK-506（12.5-1250 μM）は皮膚バリア機能に対して作
用を示さず，dexamethasone（250-25000 μM）はむしろ悪化させる傾向を示した．0.1 w/v%
の dexamethasone 塗布は，機械的掻破後の皮膚バリア機能の回復を遅延させることが報告さ
れている(97)．皮膚バリア修復は，IL-1β塗布により促進される(100)ことから，本試験にお
ける dexamethasone の皮膚バリア傷害増悪作用は，皮膚の修復，再生に関与する IL-1βなど
のサイトカイン産生を抑制することによると考えられた． 
 NC/Nga マウスの皮膚炎発症部位は，後足爪の届く上半身背部に集中しており，掻破の抑
制により皮膚炎がほぼ完全に改善されることから，皮膚炎発症への掻痒の関与は極めて大
き
制因子など
の
いと考えられる(47)．また，患者の手の届かないところには皮膚炎が発症しないこと(22)，
手袋を着用して掻破による皮膚障害を抑制することが皮膚炎に効果的であること(101)から，
掻痒及び掻破行動を抑制することはアトピー性皮膚炎の治療につながると考えられる．掻
痒抑制作用を示す TS-022 の反復塗布が，NC/Nga マウスの皮膚炎スコアを有意に低下させ
たことは，掻痒抑制を標的とした薬物がアトピー性皮膚炎の治療薬となる可能性を示唆す
るものである． 
 In vitro でのマウス脾細胞からのサイトカイン産生に対し，TS-022 は薬効用量でほとんど
作用を示さなかった．一方，FK-506 及び dexamethasone は低用量からサイトカイン産生を
抑制した．FK506 は，T 細胞特異的転写因子の核内移行を阻害し，サイトカイン産生を抑制
することにより強力な免疫抑制作用を有する(102)．さらに，ランゲルハンス細胞の抗原提
示，肥満細胞及び好塩基球からの IgE 依存性脱顆粒，サイトカイン産生，好酸球からの細胞
傷害性タンパク放出及びケラチノサイトのサイトカイン産生などを抑制して炎症を速やか
に消失させることも報告されている(103)．その作用が主に T 細胞であることから，後述す
るステロイドよりは副作用が少ないと考えられるが，免疫抑制剤という性格上，細菌感染
やウィルス感染の増加の懸念があり，皮膚癌発症のリスクを増加させる可能性がある．ま
た，薬剤特有の刺激感が 60-70%の患者に出現することなど使用上の制約も多い．一方，ス
テロイドは，細胞内のグルココルチコイドレセプター（GR）と結合して核内に移動し，遺
伝子の転写増強あるいは抑制作用を示す．GR は多くの細胞に存在するため，ステロイドは
内皮細胞や繊維芽細胞を含め，皮膚を構成する様々な細胞に多様な作用を及ぼす．ステロ
イドの作用発現には，GR-ステロイド複合体が染色体上の特異的配列に結合して転写調節を
示す（DNA 結合依存的）機構と，直接 DNA には結合せず，近傍の転写因子との相互作用
により作用する（DNA 結合非依存的）機構が存在することが明らかになっている(104)．抗
炎症作用の発現は，DNA 結合非依存的に AP-1 や NF-κB などの転写因子による遺伝子発現
を抑制することで，接着分子，サイトカイン，ケモカイン及びアポトーシス抑
産生を抑制することによると考えられている．しかし，その広範な薬理作用とレセプタ
ーの発現の普遍性から感染症，皮膚萎縮や毛細血管拡張などの副作用の発現が問題となっ
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ている(105, 106)． 
 以上より，DP1 受容体作動薬である TS-022 は，掻痒の抑制と皮膚バリアの改善により皮
膚炎を治療することが示された．また，炎症性サイトカインなどの遺伝子発現に影響を与
えず，細胞増殖を抑制しないことから，強力な抗炎症作用を示すが，副作用の懸念のある
FK-506 及びステロイドとは作用機序が異なることが示された．このことから，TS-022 は副
作用の少ない，安全なアトピー性皮膚炎治療薬となる可能性があり，皮膚炎増悪に掻痒の
関与が大きい乳幼児及び小児への適用が期待される．TS-022 は 1 日 1 回の適用で掻痒その
ものを抑制し，あわせて皮膚バリアの改善によりアトピー性皮膚炎治療効果を持つ，画期
的な新薬となる可能性が示された．  
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第二章・小括 
は同程度の掻破を負荷しても掻破行動が抑制されな
いことを示した．さらに NC/Nga マウスでは，掻痒誘導処置後に皮膚 PGD2 産生酵素である
hPGDS 及び COX-1 の発現が低下し，掻破による PG 産生増加作用の内，PGD2 産生量だけ
が選択的に低下していることを見出した．一方，BALB/cマウスでは，掻痒誘導処置後のPGD2
産生の低下現象は見られなかった．これらの結果から，BALB/c マウスの皮膚では，掻破に
より産生された PGD2 が掻痒抑制物質として掻痒を抑えるが，NC/Nga マウスでは，PGD2
産生量が低下して掻痒抑制機構が作動しないために，掻破後も掻破行動を継続的に発現し，
皮膚炎発症に至ることを確認した． 
第 1 節の結果より，NC/Nga マウスの掻痒改善には，不足した皮膚の PGD2 を補うことが
有効であると考え，第 2 節において，新規 DP1 受容体選択的作動薬である TS-022 の掻痒抑
制作用及び皮膚炎治療作用について検討した．TS-022 は，NC/Nga マウスの自発的掻破行動
を 2.5 nM という低濃度から抑制し，機械的掻破負荷により傷害された皮膚バリア機能の修
復を促進した．掻破行動抑制作用は，アトピー性皮膚炎治療薬であるステロイドやプロト
ピックより強力であり，皮膚バリア修復促進作用は，ステロイドやプロトピックには見ら
れないものであった．さらに，TS-022 はステロイド及びプロトピックの持つ，強力な免疫
抑制作用はなかった．ステロイド及びプロトピックの免疫抑制作用は，NC/Nga マウスの掻
痒抑制作用を示す濃度とは大きく乖離が見られることから，これらの作用が直接的に掻痒
抑制に関係するものとは考えられない．また強い免疫抑制作用は，副作用発現の要因とな
り長期投与により重大な影響をもたらす可能性がある．これらの結果から，TS-022 は掻痒
抑制と皮膚バリア修復促進作用により皮膚炎治療作用を発現し，免疫抑制という副作用の
ない，新しいタイプのアトピー性皮膚炎治療薬となる可能性が考えられた．  
以上，本章では，皮膚における掻痒抑制物質としての PGD2 の意義を確認し，DP1 受容体作
動薬である TS-022 の新規アトピー性皮膚炎治療薬としての開発の可能性を示した． 
 
 
 
 
 
第二章では，アトピー性皮膚炎における掻痒抑制物質に注目し，皮膚 PGD2 の産生量と
NC/Nga マウスの掻破行動の関係を解析し，DP1 受容体作動薬の NC/Nga マウス皮膚炎に対
する治療作用を検討した．第 1 節では，掻痒誘導処置により皮膚炎発症に至る NC/Nga マウ
スと，皮膚炎を発症しにくい BALB/c マウスについて，人為的な掻破負荷後の掻破行動と
PGD2 の産生量について比較した．その結果，BALB/c マウスでは機械的掻破により掻破行
動が抑制されること，NC/Nga マウスで
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総括 
 
アトピー性皮膚炎は，1933 年にアメリカの Sulzberger により提唱された疾患概念で，そ
れまで様々な疾患名で分類されていたいくつかの疾患が 1 つの疾患の異なる表現形である
ことが見出されたものであり，多様な原因により多様な病態を示す．アトピーという言葉
は 「奇妙な」もしくは「とらえどころがない」という意味のギリシャ語に由来しており，
当時からその病因がわからず，不可解な疾患として認識されていたものと推察される．現
在では，“掻痒を伴い，慢性的に増悪と寛解を繰り返す皮膚の炎症であり，皮膚バリア障害
と免疫反応が関与する疾患である”と理解されている(14)．アトピー性皮膚炎では，掻痒が
掻破行動をもたらして皮膚を損傷することにより，さらに掻痒が増加し，強い掻破が発現
する結果，炎症反応が増悪する itch-scratch-cycle と呼ばれる現象が存在し，疾患の難治化を
進行させる．医師の指導などにより，掻破による悪影響は患者にも認知されつつあるが，
意思の力で掻破行動を止めることのできない乳児，幼児，小児及び我慢できない強い掻痒
に悩まされる成人患者においては，掻痒を抑制し，掻破を止めることが最大の治療効果を
もたらすものと考えられる．また激しい掻痒は，日常生活に大きな障害となり，患者の QOL
を低下させることからも，止痒効果のある薬剤の開発が望まれている．現在は，炎症を抑
制するための免疫抑制剤の塗布と皮膚バリア機能を補完するための保湿剤の塗布を基本と
した治療が行われているが，これらの治療は掻痒に対して直接的な抑制作用がないため，
十分な治療効果が得られていない．本研究は，アトピー性皮膚炎に伴う掻痒治療薬の創出
を目的として，アトピー性皮膚炎のモデル動物として知られる NC/Nga マウスの掻痒調節機
構の解明に取り組んだ． 
第一章では，掻痒誘発因子の探索研究の一環として，IL-31 の発現と NC/Nga マウスの掻
破行動について解析を行った．アトピー性皮膚炎における皮膚の傷害は，掻破によって修
飾される部分が大きい．アトピー性皮膚炎の発症初期の段階で掻痒を抑えることができ，
継続的な掻破行動が誘導されなければ，皮膚の自然治癒機能により，軽い炎症は消失する
可能性がある．そこで，強い炎症反応を伴わない皮膚炎の初期段階において掻痒を誘導す
る因子を同定し，これに対処することで，アトピー性皮膚炎を発症させない治療法が可能
と考えられる．NC/Nga マウスはアトピー性皮膚炎のモデル動物として知られ，アトピー性
皮膚炎に特徴的な掻破行動を示す．本マウスは，皮膚炎を発症した NC/Nga マウスとの同居
飼育処置により，皮膚炎症状を伴わない掻破行動を発現する．この時期に皮膚で発現する
掻痒誘発因子として IL-31 に注目し，その発現変動を，掻破行動を示さないマウスと比較し
た．その結果，掻破行動を示すマウスでは，掻破行動を示さないマウスに比較して
IL-31mRNA の発現が増加していた．また，抗原特異的 T 細胞の活性化により誘導されて強
い炎症を惹起するが，掻破行動は発現しない接触性皮膚炎モデルの皮膚では IL-31mRNA は
増加せず，掻破行動を伴う自然発症皮膚炎でのみ増加した．さらに IL-31mRNA 発現量と掻
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破行動は高い相関性を示し，IL-31mRNA 発現量と TEWL の増加及び皮膚炎スコアの増加と
も相関を示した．アトピー性皮膚炎の炎症に関与すると考えられている IL-4 及び IFN-γは，
それぞれのモデルで変動したが，掻破行動との関連はなかった．以上の結果より，掻痒誘
導刺激により，NC/Nga マウスの皮膚で産生される IL-31 が掻痒誘発因子として掻破行動を
誘導し，掻破による皮膚の損傷から TEWL が増加し，さらに炎症反応が進展し，皮膚炎ス
コアが増加する皮膚炎発症機序が示された．IL-31 は，マウスの掻破行動を誘発し，皮膚炎
を発症させる物質として報告されているが，アトピー性皮膚炎モデルとして知られ，皮膚
炎を自然発症する NC/Nga マウスの皮膚で産生され，皮膚炎を誘導することを見出した意味
は非常に大きい．本研究では，掻痒誘導刺激により，内因性に IL-31 が産生されること，
IL-31mRNA 発現量と掻破行動が相関することを初めて示した．また，掻痒誘導刺激後 3 日
から掻破行動が発現し，それと同時期に IL-31mRNA 発現増加が認められたという時間的経
過から，IL-31 の産生は，抗原特異的 T 細胞の活性化以外の，非特異的な刺激に対する皮膚
常在 T 細胞の活性化，またはケラチノサイトの活性化により誘導される可能性，及び何ら
かの感染要因が関与する可能性が考えられた．本研究と同時期に，アトピー性皮膚炎患者
の皮膚でも IL-31mRNA 及びタンパクが発現していることが報告されており，今後 IL-31 の
掻痒誘発機構について詳細な解析がなされ，掻痒誘発因子を標的とした治療法が開発され
ることが期待される． 
第二章では，アトピー性皮膚炎における掻痒抑制物質としての PGD2 と NC/Nga マウスの
掻破行動の関係について解析し，さらに Prostanoid DP1 受容体作動活性を持つ新規化合物
TS-022の皮膚炎治療作用について検討した．NC/Ngaマウスは，掻痒誘導刺激に対し，BALB/c
マウスと比較して高い反応性，すなわち，激しい掻破行動を発現し，表皮の皮膚バリアを
破壊して皮膚炎スコアの増加を示す．NC/Nga マウスを病態皮膚モデル，BALB/c マウスを
健常皮膚モデルとして，掻破行動と PG 産生の関係を解析した．人為的な掻破の負荷により，
BALB/c マウスでは掻破行動が抑制されるのに対し，NC/Nga マウスでは掻破行動は抑制さ
れなかった．掻痒誘導により，BALB/c マウスは一連の掻破の後に掻破が休止する断続的な
掻破行動を示したが，NC/Nga マウスでは掻破が止まない連続的な掻破行動を示した．さら
に NC/Nga マウスでは，掻痒誘導刺激後に，PGD2 産生能が選択的に低下し，BALB/c マウス
ではこのような現象は見られなかった．これらの結果は，BALB/c マウスの健常皮膚では，
掻破によって掻破行動が抑制されるため，掻破行動は断続的に発現するが，NC/Nga マウス
のアトピー性皮膚炎病態様の皮膚では，掻破によって掻痒が消失せず，持続して存在する
ために，連続的な掻破行動が発現すると考えられる．そして，NC/Nga マウス皮膚で選択的
に低下している PGD2 が，掻破によって産生される掻痒抑制物質の本体である可能性を確認
した．また，PGD2 産生能の低下が皮膚 PGD2 産生酵素である hPGDS 及び COX-1 の発現低
下によることを見出した．これらの結果から，正常な皮膚では，掻破により産生された PGD2
が掻痒抑制物質として掻痒を消失させるが，NC/Nga マウスでは，PGD2 産生量が低下して
掻痒抑制機構が作動しないために，過剰な掻破行動を発現し，皮膚炎発症に至ることを示
 62 
唆し，正常皮膚における PGD2 による掻痒抑制機構の存在とアトピー性皮膚炎における掻痒
抑制機構の破綻について示した． 
さらにこの仮説を元に，不足した皮膚の PGD2 を補い，過剰な掻破行動を抑制することが
皮膚炎の治療につながると考え，新規 DP1 受容体選択的作動薬である TS-022 の掻痒抑制作
用及び皮膚炎治療作用について検討した．TS-022 は，ADP による血小板凝集反応を 2.5 nM
から抑制し，それと同濃度で NC/Nga マウスの自発的掻破行動及び機械的掻破により傷害さ
れた皮膚バリアの修復促進作用を示した．掻破行動抑制作用は，アトピー性皮膚炎治療薬
であるステロイドやプロトピックより強力であり，皮膚バリア修復作用は，ステロイドや
プロトピックには見られない作用であった．また，TS-022 の掻破行動抑制作用は即効性で
あり，掻痒に苦しむ患者に対し，速やかに掻痒を消失させる作用が期待される．以上，TS-022
は，アトピー性皮膚炎の病因である掻破と皮膚バリア破壊に対する改善作用という，これ
までの薬剤にない薬効を示した．さらに，TS-022 はステロイド及びプロトピックが示す強
力なサイトカイン産生抑制作用を示さなかった．ステロイドは，生態防御にかかわる免疫
反応をも強力に抑制するため，時に細菌，真菌及びウィルスによる皮膚感染症が生じるこ
とが報告されている(4)．また，プロトピックでは，現在までに重篤な皮膚感染症として臨
床的に問題となるものはないとされているが(37)，ステロイドと同様免疫反応を抑制する作
用をもつことから，感染症という副作用の懸念は拭えない．一方，TS-022 は，サイトカイ
ン産生を抑制しないことから，T 細胞の活性化には影響を与えないと考えられ，既存薬に見
られる感染症発症リスクの増加の懸念がない．これらの結果から，TS-022 は掻痒抑制と皮
膚バリア修復というこれまでにない作用機序による皮膚炎治療作用を有し，免疫抑制作用
を持たないことから，副作用の少ない新しいタイプのアトピー性皮膚炎治療薬になる可能
性が考えられた．  
掻痒は，掻破を誘導し，皮膚の表面に付着した異物をこすり落とす生理反応と考えられ
ている．また強い掻痒は皮膚を損傷し，表皮内の異物をえぐり出す動作につながる．寄生
したダニによる疥癬などの感染症が一般的であった２０世紀以前には，このような動作に
意味があったと思われるが，現在では掻破による皮膚の損傷は生体にとって有用とは考え
られず，衛生環境の整った現在ではむしろ皮膚炎を悪化させることから，止めなければな
らない感覚である(107)．しかし，アトピー性皮膚炎の発症率は，感染機会の多い発展途上
国では少なく，衛生完備された先進国において増加していることが報告されている(3)．こ
の現象は，Strachan らの提唱する hygiene 仮説により一部が説明出来る(108)．すなわち，
感染機会の多い地域に住む人々は，感染防御機構としての免疫機能が高く，皮膚に侵入し
た異物を掻破によらない皮膚免疫機構により排除できる．一方，衛生環境の整った地域に
住む人々は，感染に対する免疫機能が低下しており，皮膚に侵入する異物を皮膚免疫機構
では排除できない．そこで，生体は皮膚において IL-31 を発現して掻痒を惹起し，皮膚を
損傷するほどの激しい掻破行動を誘発し，皮膚の免疫系では排除できない表皮感染に対し
て最終的な防御機構を駆動する．その結果，“アトピー性皮膚炎”という文明病が，まるで
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新種の疾患でもあるかの様に，近代化された我々の社会に出現したのかもしれない． 
掻痒研究の領域においては，これまで掻痒誘発因子の探索が主流であったが，著者らの
研究により，生体では過剰な掻破を防ぎ，皮膚の恒常性を維持するために，掻痒抑制因子
による掻痒抑制機構が存在することが示唆された．本研究では，アトピー性皮膚炎の動物
モデルである NC/Nga マウスの掻破行動を解析することにより，皮膚において，掻痒誘発因
子の IL-31 と掻痒抑制因子の PGD2 が刺激に対して産生されることを示した．健常な皮膚で
は，掻痒を誘導する外界からの刺激により，皮膚で IL-31 が産生されて掻破を誘発するが，
誘発された掻破によって PGD2 が産生され，掻痒は消失する．一方，アトピー性皮膚炎の皮
膚では PGD2 の産生能が低下することにより，掻痒抑制機構が作動せず，掻痒が持続するこ
とにより，掻破が過剰に発現し，皮膚を損傷して炎症反応が増大する．このように，アト
ピー性皮膚炎の発症機序の一つとして，掻痒誘導機構と掻痒抑制機構のバランスが破綻し，
掻痒が持続することによって慢性的な掻破が誘導され，皮膚炎へ進展することが考えられ
た（Fig. 3）．著者らの見出した新規プロスタノイド DP1 受容体作動薬である TS-022 が，ア
トピー性皮膚炎患者の痒みと皮膚炎を改善し，特にアトピー性皮膚炎好発年齢の乳幼児へ
の長期的適用が可能な，副作用の少ない治療薬になることを期待している．  
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Fig. 3 アトピー性皮膚炎における掻痒調節機構の破綻と TS-022 による治療 
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要旨 
 
アトピー性皮膚炎は，痒み（掻痒）のある慢性の湿疹を主病変とする疾患であり，近年，
急激な患者数の増加が世界的に問題となっている．本疾患は，遺伝的要因と環境的要因が
複雑に絡み合った多因子性の疾患と考えられており，多くの研究者の努力にもかかわらず
その発症機序はほとんど解明されていない．アトピー性皮膚炎では，掻痒が掻破を誘発し，
掻破が皮疹を発症させ，皮疹の悪化がさらに掻痒を増強するという掻痒と掻破の悪循環
（itch-scratch-cycle）の存在が知られている．また，その強い掻痒感は患者の QOL を著しく
低下させる．そのため，痒みの治療は患者の苦しみを軽減するとともに，皮膚炎治療にも
つながると考えられる．しかし，アトピー性皮膚炎における掻痒誘発物質は特定されてお
らず，痒みを止める方法も未だ開発されていない． 
一方，アトピー性皮膚炎の動物モデルとして知られる NC/Nga マウスは，無菌（specific 
pathogen free：SPF）環境下では健常であるが，通常（Conventional：Conv）環境下での飼育
により皮膚炎を自然発症するマウスである．NC/Nga マウスの皮膚炎は，掻破行動，血中 IgE
濃度の上昇及び皮膚の病理組織学的形態など，多くの点でアトピー性皮膚炎患者病態との
類似性が報告されている．NC/Nga マウスの皮膚炎発症部位は，後肢爪の届く上半身背部に
集中しており，掻破の抑制により皮膚炎がほぼ完全に改善されることから，皮膚炎発症へ
の掻破の関与は極めて強いと考えられる．しかし，本マウスにおける掻痒誘発物質など，
その掻痒調節機構については未だ明らかにされていない．そこで，本研究では NC/Nga マウ
スの掻痒誘発及び抑制機構について，interleukin-31（IL-31）及び prostaglandin D2（PGD2）
との関係から検討し，さらに掻痒の抑制を作用機序とした新規アトピー性皮膚炎治療薬開
発の可能性について考察した． 
 
１．アトピー性掻痒誘発物質の探索 
(1)アトピー性皮膚炎モデルNC/Ngaマウスにおける IL-31mRNAの発現 
【目的】近年見出されたサイトカイン IL-31のトランスジェニックマウスの解析より，IL-31が掻痒誘
発物質である可能性が報告された．しかし，生体における IL-31の産生は確認されていない．そこで，
アトピー性皮膚炎モデル動物として知られるNC/Nga マウスの掻破行動における IL-31 の関与を検討
する目的で，掻破行動を誘発したNC/Ngaマウスの皮膚 IL-31mRNA発現を解析した． 
【結果】NC/Nga マウスに掻痒誘導処置を行い，掻破を発現するが皮膚炎を発症していない NC/Nga
マウスと，皮膚炎も掻破行動も発現しない SPF-NC/Nga マウスの皮膚における IL-31mRNA の発現を
PCR法により比較した．その結果，掻破行動を示すマウスでは明確な IL-31mRNAのバンドが確認さ
れ， 掻破行動を示さないマウスに比較して有意な増加を示した．以上の結果から，IL-31は外界から
の刺激に反応して皮膚で産生され，NC/Nga マウスの掻痒と掻破行動の発現に関与することが示唆さ
れた． 
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(2)NC/Nga マウスの掻破行動における IL-31 の関与 
【目的】掻破行動を誘発した NC/Nga マウスにおいて，皮膚 IL-31mRNA 発現が増加したこ
とから，IL-31 と掻破行動の関係をさらに明確にするため，皮膚炎発症に掻破の関与する
NC/Nga 自然発症皮膚炎モデルと，掻破の関与しない NC/Nga 接触性皮膚炎モデルにおける
皮膚 IL-31mRNA 発現を比較検討した． 
【結果】掻痒誘導処置を行った自然発症皮膚炎モデルと，ハプテン（2,4,6-trinitrochlorobenzene, 
TNCB）の反復塗布により背部に皮膚炎を惹起した接触性皮膚炎モデルマウスの掻破行動，
皮膚バリア機能，皮膚炎スコア及び皮膚サイトカイン mRNA 発現について比較検討した．
自然発症皮膚炎マウスは，掻破行動の増加，軽度の皮膚バリア機能低下，軽度の皮膚炎ス
コアの増加を示した．一方，接触性皮膚炎モデルマウスは，皮膚バリア機能低下及び皮膚
炎スコアの増加を示したが，掻破行動は示さなかった．両モデルマウスの皮膚における IL-31，
IL-4 及び IFN-γ mRNA 発現を realtime-PCR 法により測定したところ，IL-31mRNA は掻破行
動を示す自然発症皮膚炎マウスでのみ増加し，IL-31mRNA 発現量は掻破回数との間に高い
相関性を示した．以上，NC/Nga マウスの自然発症皮膚炎モデルにおいて，皮膚で産生され
る IL-31 発現量が掻破行動と高い相関性を持つことを初めて示し，アトピー性皮膚炎におい
て IL-31 が掻痒誘発物質として関与することを強く示唆した． 
 
２．ProstanoidDP1受容体作動薬のアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性 
(1)マウスにおける掻破行動と皮膚組織中PGD2産生量の関係 
【目的】PGD2が強い止痒作用を示すことから，掻破によって産生された皮膚組織中のPGD2
が内因性の掻痒抑制物質として作用し，過度の掻破を抑制して皮膚の損傷を回避する生理
機構の存在が示唆されている．しかし，掻破により掻痒が消失する現象を動物モデルで確
認した例はない．そこで，掻痒誘発に対する感受性の異なる二系統のマウス(NC/Nga及び
BALB/c)を用い，人為的掻破による掻破行動への影響，及び掻破回数と皮膚PG産生能の関
係を比較検討し，掻痒と掻破行動発現におけるPGD2の役割を明らかにした． 
【結果】掻痒誘導処置に対するNC/Nga及びBALB/cマウスの反応を比較した．掻破回数，皮
膚バリア機能，及び皮膚炎スコアのすべての指標において，NC/Ngaマウスがより高い感受
性を示した．そこで，掻破が掻痒と掻破行動に与える影響を比較した．BALB/cマウスでは
掻破負荷により掻破行動が抑制されたが，NC/Ngaマウスでは掻破を負荷しても掻破行動は
抑制されず，PGD2を塗布することにより抑制された．次に，マウス皮膚への機械的掻破負
荷による皮膚PG産生量を掻痒誘導前後で比較した．PGE2，PGI2 及びPGF2α産生量は両マウ
スで掻痒誘導後に増加または不変であったが，NC/NgaマウスのPGD2産生量はBALB/cマウ
スと異なり，掻痒誘導後に明らかに低下した．これは皮膚のPGD2合成酵素であるCOX-1及
びhPGDSタンパク発現量の低下によるものと考えられた．以上，健常な皮膚では，掻破は
掻痒を消失させ，掻破回数を減少させることを示した．一方，皮膚炎を発症するNC/Ngaマ
ウスでは掻痒誘導処置によりPGD2産生酵素の発現が低下し，掻破によって産生されるPGD2
産生量が減少した結果，掻痒が抑制されず激しい掻破行動を発現すると考えられた． 
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(2)新規ProstanoidDP1受容体作動薬(TS-022)のアトピー性皮膚炎治療薬としての可能性 
【目的】２-(1)の結果より，皮膚における内因性掻痒抑制物質であるPGD2の減少が過度の掻
破行動及び皮膚炎を誘導する機序が示唆された．そこで掻痒抑制作用を有するアトピー性
皮膚炎治療薬の創出を目指してスクリーニングを行い，PGD2の9位への塩素分子の導入によ
り化学的安定性が向上し，13,14位の三重結合によりDP1受容体選択性を獲得した新規DP1
受容体作動薬であるTS-022 〔{4-[( 1R , 2S, 3R, 5R)-5-Chloro-2- ((S)-3-cyclohexyl-3- 
hydroxyprop-1-ynyl)-3- hydroxy cyclopentyl] butylthio} acetic acid monohydrate 〕を見出した．
そして，塗布によるTS-022のNC/Ngaマウス掻破行動及び皮膚炎に対する作用を検討し，ア
トピー性皮膚炎治療薬としての可能性を考察した． 
【結果】TS-022は，2.5 nM溶液の塗布によりNC/Ngaマウスの自発的掻破行動を抑制した． ア
トピー性皮膚炎の治療薬であるdexamethasone（Dex）とプロトピック（FK-506）も掻破行動
を抑制したが，作用発現にはそれぞれ125μMまたは25 mMの高濃度が必要であった．次にア
トピー性皮膚炎患者で低下している皮膚バリア機能への影響を検討したところ，TS-022（2.5 
nM溶液）を1日1回，2日間塗布することにより，傷害された皮膚バリアの修復が促進された．
一方，DexとFK-506には，皮膚バリア修復促進作用はなかった．TS-022の掻破行動抑制，皮
膚バリア修復促進作用は，DP1受容体を介する作用と考えられた．さらに，0.25mMのTS-022
をNC/Ngaマウスの背部皮膚に1日1回6週間塗布することにより，有意な皮膚炎スコアの改善
作用が認められ，その作用は1.25 mMのFK-506溶液と同等であった．一方，マウス脾臓細胞
をconcanavalin Aで刺激することにより誘導されるサイトカイン産生に対しては，FK-506及
びDexが強い抑制作用を示すのに対し，TS-022は作用を示さなかった．以上の結果より，
TS-022はDP1受容体作動活性を介した掻痒抑制と皮膚バリアの修復促進により皮膚炎治療
作用を示す，既存のアトピー性皮膚炎治療薬とは異なる新しい機序のアトピー性皮膚炎治
療薬として有用と考えられた． 
 
【総括】アトピー性皮膚炎の動物モデルである NC/Nga マウスの掻痒調節機構を解析し，皮
膚で産生される IL-31 が掻痒誘発物質として関与する可能性を示した．また，掻破による掻
痒の消失を動物モデルで確認し，NC/Nga マウスは掻痒抑制物質である PGD2 産生能が低下
するため，過度の掻破行動を発現することを明らかにした．以上より，正常な皮膚では掻
痒誘発物質と掻痒抑制物質のバランスにより掻破行動がコントロールされているが，アト
ピー性皮膚炎の病態皮膚では，掻痒誘発物質の増加と掻痒抑制物質の減少が過剰な掻破行
動を誘導し，皮膚炎増悪に至る悪循環（itch-scratch-cycle）を発現する可能性を示した．こ
の悪循環を断ち切り，皮膚炎治療効果を有する薬剤の創出を目指して，化学的安定性が良
く，ProstanoidDP1 受容体に結合選択性の高い新規化合物（TS-022）を見出した．そして TS-022
の NC/Nga マウス掻破行動及び皮膚炎に対する作用を検討し，強い止痒作用及び皮膚炎治療
作用を確認した．免疫抑制作用を持たず，副作用の少ない TS-022 は，乳児から老人まで広
い範囲の患者に長期間適用出来る，世界に類を見ない新しいタイプのアトピー性皮膚炎治
療薬として開発されることが期待される． 
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